PCT 



ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE INT EL L£CTU£U£ 

Bureau iateranionil 




DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification Internationale des brevets^ : 
A61K 39/29; GOlxN 33/54 



Al 



(11) Numero dc publication Internationale: WO 82/ 03330 j 



(43) Date de publication Internationale: 



1 4 octobre 1982(14.10.32) 



(21) Nojnero de la dexnande Internationale: PCT/FR82/00060 

(22) Data da depot international: 30 mars 1982 (30.03.32) 

(31) Numero de la demands prioritsire: 81/06385 

(32) Data dt prforite: 30 mars 1981 (30.03.81) 

(33) Pays de priorite: FR 



(71X72) Deposant et inrentear: TREPO. Christian [FR/FR]; 
22 bis, rue des Essarts, F-69500 Bron (FR). 

(74) Mandaralre: NONY, Michel; 29, rue Cambaccres. F- 
75008 Paris (FR). 



(81) Etats designes: AT (brevet europeenX BE (brevet euro- 
gfcenX CH (brevet europeen), DE (brevet europeen), 
FR (brevet europeen), GB (brevet europeenX iP, LU 
(brevet europeenX NL (brevet europeenX SE (brevet 
e ur opee n X SU, US. 
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Avec rapport de recherche Internationale. 



(54)TftIa: METHOD FOR THE PREPARATION OF ANTIGENS OF THE VIRAL HEPATITIS NANB, AND AP- 
PLICATION TO THE PREPARATION OF A REACTION AGENT ALLOWING THE DIAGNOSTIC 
AND PRONOSTIC OF INFECTIONS CAUSED BY THE VIRUSES OF VIRAL HEPATITIS 

(54) litre: PROCEDE DE PREPARATION D'ANTIGENES DE L'HEPATTTE VIRALE NANB; ET APPLICATION 
A LA REALISATION l^UN REACTIF PERMETTANT LE DIAGNOSTIC ET LE PRONOSTIC DES IN- 
FECTIONS PROVOQUEES PAR LES VIRUS DES HEPATITES VTRALES 

(57) Abstract 

Method for the preparation of purified antigens of viral hepatitis NANB and application. This method is particular- ' 
ly characterized by the selection of serums or liver extracts wherein the presence of NANB virus has been recognized, the 
ultracentrifugation to concentrate said viruses in the centrifugation base, the collection and treatment of said base by 
means of a non ionic detergent that is allowed to incubate during I to 24 hours at a temperature comprised between 0 and 
37°C, a fractionning to isolate the fractions containing purified the Ag NAN Be, and then, if desired, said fractions are sub- 
jected to the action of an ionic detergent, incubation during 1 to 24 hours approximately at a temperature comprised be- 
tween 0 and 37°C, and the Ag NANBe is isolated. Application to the obtention of a reaction agent allowing particularly 
the diagnostic of viral hepatitis NANB. 

(57)Abregt 

, Procede de preparation d'antigenes purifies de I'hepatite virable NANB et application. Ce precede est notamment 
caracterise par le fait que Ton selectionne des serums ou des extraits de foie dans lesquels on a reconnu la presence de vi- 
rus NANB, que Ton procede a one ultracentrifugation pour concentrer lesdits virus dans le culot de centrifugation, que 
Kon recueiUe (edit culot et le traite par on detergent non ionique que Ton laisse incuber pendant 1 4 24 heures environ 4 
temperature comprise entre 0 et 37°C, que Ton procede a un fractionnement pour isoler tes fractions con tenant de I'Ag 
NANBc purifie, puis que, si desire, on soumet lesdites fractions a i'action o?un detergent ionique, laisse incuber pendant 1 
heure 4 24 heures environ a temperature de 0 4 37°C, et isole l'Ag NANBe. Application 4 la realisation <fun reactif permet- 
tant notamment le diagnostic de i'hepatite virale NANB. 
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NANB, et la mi.se en Svidence des differences tr5s variables du 
comportement des marqueurs viraux NANB s, e et c, et une evolu- 
tion tr§s diffSrente par rapport au virus HB. 

a) L'Ag NANBs est beaucoup moins abondant que dans les Infec- 
tions a VHS par contra l'Ag NANBe lui est preduit en quantites 
egales sinon plus importantes que dans 1' hepatite B, et souvent 
superieures a celles de l'Ag NANBs. On test reposant sur l'Ag 
NANBe sera done plus sensible dans certains cas. 

b) Une autre caracteristique est le caraetSre fluctuant et 
recurrent mais hSlas chronique des infections NANB avec episo- 
des de normalisation plus ou moins parfaite y compris des SGPT. 
On croit le sujet gueri puis 11 y a rechute. Les marqueurs 
NANBe et NANBs Svoluent de facon semblable et disparalssent par 
episodes du serum: 

a) en partie parce qu»il y a des cycles de synthase avec des 
recrudescences et phases de quiescence 

S) en partie car les Ag sont masques par les Ac anti-NANBe et 
anti-NANBs sous forme de complexes Ag/Ac, ceux-ci pouvant atre 
infectieux. Dans le cas de complexes immuns masquant les Ag 
NANB/s eta, ou d'une brusque balsse de synthase, les Ac anti- 
NANBc a titre Slave" gardent toute leur valeur pour reperer un 
donneur dangereux. Cast meme un de leurs interets essentiels. 

Y) II semble qu ' inversement au virus HB 11 y ait aussi des cas 
avec de grandes quantites d'Ag NANBe, et NANBs a© 
ou les anti-NANBc/1-2 sont 5. un titre. trSs faible 

Au total les constatatlons conduisent a penser que le test le 
plus performant pour la detection du plus grand nombre de 
porteurs de virus serait un test qui permettrait 3. la fois la 
detection des diff ©rents marqueurs NANBs, NANBe et anti-NANBc. 
Un tel test est possible et nous allons en donner le principe. 
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SLTSA et DKT' en phase solide 



du 



rour la detection simxiltanSe 
trindpe de la competition *oour 



On fixe d'abord les Ac anti -NANBe et anti-NANBs sur la bille 

Ag NANBs et NANBe, on y raj out e en vue d'une 
des Ac anti-NANBc/1-2 , on veille 3 ce que les 
soient aussi fortement anti-NANBc et on peut mSme 



Ac anti-NANBe 



. S'il y a 
On lave et on 
3. Tin 



realise va Stre mis £ 
Ag NANBs on NANBe 
avec un melange d'Ac 
(enzymatique dans le 



On rev&le les cas positifs par photomStrie 



Si le serum est 
transfuse. On 



avec le serum & 
vont se fixer. 
-NANB/s+e, 
d'un test ELISA) , 



9 il est inf ectieux 
analyser ultSrieurement 



quel est l f Ag en 



Si le 
n'est 



nfigatif , ce n'est pas 
inf ectieux, s Implement il 



absolue qu'il 
que les Ag 

NANBe et s ne soient pas dStectables au seuil de sensibilite du 
test Elisa tel qu'il est construit. 



Nous 
de 



que ces Ag peuvent Stre 

* 

ou bien Stre masques. 



mais le sang et le sen 



On 



recherche alors les Ac anti-NANBc de la fa$on suivante. Au 
qui porte les Ac anti-NANBc/ 1+2 , on rajoute une quan- 
determinee d'Ag NANBc/ 1+2 dilue dans du serum humain 
. On rajoute ensulte le serum oil I'on veut detecter les 
-NANBc/ 1+2 , et des Ac anti-NANBc/ 1+2 couples 3. un traceur 
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radioactif , par exemple I 125. AprSs incubation, si le s6rum a 
tester contient des Ac anti-NANBc/1+2 , ceux-ci vont diminuer la 
fixation des Ac marqufis du traceur sur le rSactif auquel on a 
ajoutS l'Ag NANBc/1+2. 

One reduction de plus de 50% au nombre de coups comptSs par 
spectromitre Gamma permet de conclure que le sSrum tests est 
positif aux Ac anti-NANBc. 



On va ainsi a nouveau 
inf ectieux marquSs par la 



retrouver un certain nombre de sSrums 



titre sup&rieur a 1/500 
rSplication active. 



du test, car le test 
1 • anti-NANBc/ 1+2 de 
signant 1* existence d'un virus en 



Au total le test 
test, I'un Stant un 
radioimmnnologique. 



est un 
inn 

le cas 



en deux temps ou un double 
, 1' autre un test 
dteit ici r 



la premiSre phase est un test immunoenzymatique recherchant a 
la fois NANB/e et s selon la mfithode du sandwich, et 



la deuxifime phase est un test radioimmunologique 
les anti-NANBc/1+2 selon un principe de competition 
a .tester et l'Ac fixfi 



entre l'Ac 



D. Construction d'un rSactif pour la detection du VHB 



et NANB. 



Un autre aspect 
tion d 9 une 
maximum pour 
et tr&s faible 
fusion avec Ac 



important de 1» invention est done la dfimonstra- 
crois€e entre les Ag des virus B et NANB 
et NANBe, intermfidiaire HBc et NANBc/1 et 2, 
non nulle pour HBs et NANBs (en immunodif- 
purif iSs) . 



croisSes ne sont pas suffisantes 
disponibles 



actuellement pour le VHB (sauf 
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* 

exception) pour dStecter le virus NANB. En particulier en ce 
qui conceme la rfiactivitS croisfie maximum elle existe entre 
HBe/3 NANBe, mais pas avec HBe/1-2 qui reprSsentent la base des 
tests DRI commercialisms jusqu'S. ce jour. 

Plusieurs tests pour le dfipistage simultanfi des virus B et NANB 
peuvent Stre congus. 

1°/ Dfipistaqe simultanS des A<t SBs NANB 3 et NANBe 
(test sandwich) 

a) On fixe sur le support solide les trois Ac anti-HBs, anti- 
NANBs, et anti-NANBe, en mfilange. 

On peut utiliser soit des Ac spScifiques d'animaux hyper im- 
munises avec haute constante d f a£finitfi, soit des Ac monoclonaux 
obtenus par la technique des hybridomes, soit des Ac humains 
polyclonaux rendus monospScif iques pour l'Ag voulu. 

■ 

■ 

Si on a soin de sSlectionner les Ac de classe IgM on peut 
augmenter la sens ibilitS du test. 

b) L ' incubation du sSrum a tester se fait de fagon standard. 

: c) Le traceur est Sgale m en t un melange des 3 Ac couples soit i 
X 125 ^ DRI soit A une enzyme (phosphatase alcaline ou per oxy- 
dase) en Elisa. 

L2 encore, 1 * utilisation d'XgM monoclonaux de haute aviditS et 
de sp6cificit6 voulue peut augmenter les performances du test. 

On effectue la revelation salon les techniques classiques. 

* 

* 

2°/ Autre rfiactif pour la detection simultanSe des Ag 

NANBs, HBs% NANBe et de 1'Atf anti-NANBc. 



FEUILLE DE ^EMPLACEMENT 
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On fixe sur le support solide quatre Ac: anti-NANBs, anti-HBs, 
anti-NANBe et anti-NANBc/1 et 2. On met en contact avec una 
solution contenant de l'Ag NANBc dans du serum humain normal 
puis avec le serum a tester et on ajoute des Ac anti-NANBc/1-2 
marques par example a un traceur radioactif CI 125 ). Apres 
lavage et revelation, si plus de 50% de l'Ac anti-NANBc radio- 
actif est fixfi au support c'est que le serum fitait negatif poux 
les Ac anti-NANBc/ 1-2. 

On met ensuite le rSactif au contact d'une preparation d' anti- 
corps anti-HBs, anti-NANBs et anti-NANBe couples a un traceur 
different de celui choisi pour la lere Stape, done ici enzyma- 
tique, peroxydase par example. 

Apres lavage et revfilation, si les Ac marques sont fixes sur le 
support c'est que le serum a tester etait positif pour l'un des 
Ag et done infectieux. 

Les exemples sulvants illustrent 1' invention sans toutefois la 
11ml ter. 



SXEMPLE i 



Realisation d'un reactif avec l'Ac anti-NANBe. 

On utilise des billes de polystyrene commercialisees par la 

SoeiSte PRECISION PLASTIC BALL (U.S.A.). 

Les billes sont lavees dans l'Stnanol pur avec agitation Sner- 
gique pendant une nuit a temperature ambiante. Elles sont 
ensuite lavees a l'eau distillee et sechees en Stove 3 37°c. 

Au depart d'un serum reconnu positif a l'Ac anti-NANBe, on 
precipite les IgG par addition d'une solution de sulfate 
d' ammonium a 33%. On purifie ensuite les gammaglobulines 
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prScipitSes par chromatographic sur gel de DEAE Cellulose selon 

■ 

les mfithodes connues de purification des gammaglobulines. Les 
fractions contenant les IgG sont diluSes dans un tampon tris 
0,0 1M de pH 7,2 jusqu'i une concentration de 50 yg/ml. On 
laisse incuber les billes dans la solution diluSe r en agitant 
doucement, pendant 18 heures a temp§rature ambiante. 

On s Spare les billes ainsi incubSes puis on les fait incuber 
dans une solution d , albumine bovine a 5% en tampon phosphate 
0,02M glygocolle 0 r 3M de pH 7,5. 

AprSs incubation pendant. 4 heures a temp&rature ambiante, en 
agitant doucement de temps en temps, on s Spare les billes, les 
lave 3 I'eau distillSe et les sSche a 37°C. On peut ensuite 
les conserver a temperature de 4°C. 



a la detection de 1 1 antigSne correspondant a l'anti corps fixe, 
selon une mSthode dite "sandwich" qui est d§crite ci-aprSs. 

Realisation du test "sandwich'* pour la detection d'un antigSne. 
Le princlpe du test est le suivant : 

On incube 200 ul de sSrum a tester avec une bille revStue comma 
prScedemment, pendant 18 heures a temperature ambiante. 

Ensuite on lave la bille a l'eau distillSe. 

* 

On incube alors la bille dans 200 ul d'un traceur radioactif 
pendant 4 heures a 37 °C. On lave la bille puis on effectue un 
comptage de radioactivite pendant une minute avec un spectro- 
mStre de radiations gamma type PACKARD par example. On procSde 
par comparalson avec des serums tSmoins reconnus nSgatlfs a 
I'Ag NANBe. 
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Les serums pour lesquels on observe un nombre de coups par 



minute deux fois superieurau nombre de coups par minute obser- 
ve" pour les serums tSmoins negatifs, sont consider Ss coinxne 
posititifs. 

■ 

Le traceur radioactif est prSpari de la fa?on suivante : 

- des Ac anti-NANBe purifiSs sont marquSs avec I 9 lode radioac- 
tif par la chloramine T qu'on dilue en suite de fagon a obtenir 

5 6 

entre 5.10 et 10 CPM/200 yl (soit la quantitS que I'on applique 
sur une bille pendant la deuxiSme incubation) . 

Le diluant a la fonnule suivante : 

- Tris HC1 0,01m pH 7,5 



- NaN 3 0,1% 

- sfirum humain normal (SEN) 10% 

- sfirum de veau Foetal (SVF) 50%. 

Le marquage selon la mfithode dficrite par GHEENWOOD est rSalisfi 
par exemple de la f agon suivante : 

;On utilise 1,5 mCi d'iodure de sodium marguS a l'iode radio* 
actif, que l c on ajoute a 50 pi d'XgG (anticorps anti-NANBe 
purif iS) a 1 g/i en solution dans un tampon phosphate 0 , 05M pH 
7,5. On ajoute ensuite la chloramine T et le mStabisulfite 
selon la mSthode de GREENWOOD • 

* 

On passe ensuite la solution obtenue sur une colonne DOWEX 2X 
8000 de diamStre de gel 100-200 mesh. On utilise 3ml de gel. On 
recueille 3ml d'Sluat que l v on passe sur une colonne de SEPHADEX 
G25% (10ml de gel) . On rScupSre les cinq premiers millilitres 
filuSs aprSs le volume mort de la colonne. -lis contiennent 



PEUILLE DE REMPLACEMENT 
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1 1 antlcorps marque a l'iode radioactif. 

* 

EXEMPLE 2 



Realisation d*un rSactif pour les Ac anti-NANBc 
Purification des A<y NANScl et NANBc2 . (et HBc) 
a) purification a partir du foie 

Ua homogenat de foie est preparfi par hroyage a partir d'un foie 
d'autopsie d'un malade decfidfi d' hepatite NANB et dont le foie a 
fits trouvfi positif en immunofluorescence directe avec un antl- 
NANBc conjugue pour 1'Ag correspondent NANBcl ou 2. 

Le broyage est effectnfi en prSsente d'un tampon Tris HC1 0,05 
M, pH - 7,6 + 0,25 M Sucrose + 0,006 H Mg CI,, + 0,025 M KCl. 
Le faroyat brut est filtrfi. L' homogenat est centrifuge 20 minutes 
a 4000g (+4 a C). Le culot est resuspendu dans le mSme tampon, 
homogenfiisS et centrifuge 20 minutes a 4000g. Cette operation 
est recommencSe 2 fois. Le culot final est resuspendu un 
tampon Tris -HC1 pH 7,6 0,05M + NaCl 0,15 M + dfitergent non 
ionigue HP 40 0,1% + 0 mercaptofithanol 0,02% + pronase E (70000 
PUK/g MERCK) a concentration finale de 0,1%. 

Apres 1 heure a 37°C et 1 nuit a +4° C, on soumet a une centri- 
fugation pendant 20 minutes a 10000 RPM. On filimine le culot. 
Le surnageant est centrifugfi 16 heures a 27000 8PM sur 10 ml 
d'un gradient de sucrose 10-20% en tampon Tris-EDTA 10 mM + 
NaCl 1M. Les culots sont repris dans CsCl (d»l , 22g/cm 3 ) en tam- 
pon Tris EDTA 10mM + BSA 0,1% (volume final : 5ml ) et on 
depose sur 28 ml d'un gradient de Cs Gl 1,28 - 1,43 g/cm 3 , le 
tube est complfitS avec Cs CI (1,18 g/cm 3 ) et centrifugfi 40 
heures a +4°C et 25000 RPM. 

Le gradient est rficoltfi par le fond du tube en fractions de 
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1,2ml qui sont dialysees aprSs lecture de l f index sur repactomS- 
tre. Les fractions positives sont rassembiees et centrifugSes 
sur coussin de sucrose 10-20%. 

On peut procSder ensuite I une nouvelle ultracentrifugation en 
gradient de sucrose. Les fractions concentrSes sont mises sur 
un gradient continu de 15 & 55% de sucrose prepare en tampon 
TSA (tampon Tris 0,05 Hcl pH 7,6 0 r 15M NaCl et 0,02% Na3) et 
ultracentrifugSes pendant 18 heures & 24000 t/mn 3 4° dans le 

* 

rotor SW27. 

* 

Des fractions d 1 1,5ml sont ensuite collectSes 3. partir du bas 
du tube puis testSes pour la DNA polymerase et pour les Ag 
NANBc. La densitS de chaque fraction est dSterminSe par 1' index 
de refraction dans un rSfractom&tre ABBE. Toutes les fractions 
sont conservSes S, 4°. 

* 

C'est ce corps purifiS et/ou plutet le melange des fractions 
a in si obtenues pour NANBcl et NANBc2 (ainsi que pour l'Ag HBc 
Sventuellement) , qui pourra Stre utilise so it pour a tre fixe 
directement sur une bille pour dStecter les anticorps anti- 
NANBc, soit pour Stre raj out 6 dans un 2§me temps si on realise 
le test IgM. 

Purification des antigSnes capsidiques NANBcl et 2 
(ou HBc) a partir du sterna. 

Pour cela, on choisit un s6rum NANBe trSs posltif provehant de 
donneurs de sang ou de malades et si possible de sujets immuno- 
dSprimSs tels que les hemodialyses et des leuc&oiques qui sont 
reputes pour avoir de grandes quantitSs de virus circulant, 
ayant un titre trSs Sieve d'Ag NANBe par exemple 1/8 en CEP 
ainsi que d'Ag NANBs, et sur tout pour lesquels en f aisant la 
reaction d'ADN polymerase sur un culot d* ultracentrifugation du 
s6ram ainsi repfirS, on trouve une activitS AON polymerase. 
AprSs avoir ainsi identifie les sujets qui peuvent representer 
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des sources int§ressantes de virus complet, on obtient chez eux 
una quantitfi importante de plasma ou serum prfileve soit lors 
d'un don de sang, soit lors d'une plasmaphSrSse suivie de 
recalcification du plasma. On procSde ensuite a une ultracentri- 
fugation* 

On c ommenc e en partant de 18,5ml de serum qui sont clarifies 
puis qui sont centrifuges & tr avers 20ml d'un gradient continu 
de sucrose 10-20% sur rotor SW27, 20 heures & 25000 RPM puis le 
culot obtenu est repris dans du chlorure de cesium. 

Les fractions sont rficupSrSes 3 partir du bas du tube qui est 
perforS. On recueille des fractions de 0,5ml sur lesquelles on 
va mesurer l f index de refraction dans le rSfractomfitre ABBE 
1 1 activitS ADN polymerase et l'Ag NANBs. On va sSlectionner les 
fractions positives pour l'activitfi ADN polymerase si on 
s' assure en microscopie Slectronique qu'elles contiennent bien 
la particule virale complete 3 double membrane correspondant au 
virion complete 

Pour obtenir I'Ag NANBc qui est reprSsentfi par le centre de ces 
virus complets on reprend cette fraction et la r ecentr if uge , 
aprSs 1* avoir mSlangSe & 2 volumes de solution riche en parti- 
cules virales completes avec 1 volume de detergent Nonitet P40 
10% (Shell Company) , sur un gradient 15-55% de sucrose en 
tampon TSA comme dficrit plus haut pour la purification i partir 
du foie. Les fractions sont testfies pour 1' activitS ADN poly- 
merase et les Ag capsidiques NANBc par CEP. Les fractions 
positives en Ag sont rficupSrSes et traitfies comme dficrit ci- 
dessus. Elles serviront I la preparation du rSactif . 

Realisation du rfiactif 
a) test anti-NANBc simple 

Lavage des billes de polystyrene - vierges (cf test HBC ci-dessus) . 

f OMPI 
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b) couplage par adsorption de l'Ag NANBc stir les billes. Une 
solution en proportions convenables soit d'Ag NANBcl et 2 soit 

* xn€lang§e Sl de l'Ag HBc est fixSe sur les billes par incubation 
dans l'Ag par agitation 12 & 18 heures Sl temperature ambiante. 

c) saturation des billes, 1'excSs d'Ag aprSs couplage est 
eiimine et sans lavage prSalable on ajoute aux billes une 
solution tampon pH 7.5 phosphate 0,0 2M glycocolle 0,3M albumine 

■ 

bovine 5%. On incube 4 heures i temperature axnbiante, on agite 
doucement 2. intervalles rfiguliers* 

^ d) Les billes sont lavSes & I'eau distiliee, elles sont s€ch£es 

1 37° et conservSes i 4°. Ces billes couplSes & l'Ag sont - 
prates 3 Stre utilisees pour la detection de 1' an ti -NANBc 
correspondant ou bien des diffSrents anticorps anti-capsides. 

e) preparation du traceur ; il s'agit d' anticorps anti-NANBcl, 

2 et/ou anti-HBc. On prend 50 vL d'IgG avec I'activite anti- 
corps choisie 3 1 y?/uL dans du tampon phosphate & 0,05M pH 
7.5 f soit 50 yg de proteines* On dispose de 1,5 mCi de iodure 
de sodium contenant Z 125. 

50 1 de phosphate 0,5M pH 7.5 sont melanges avec la chlor amine 
T et du metabisulflte selon la technique de Greenwood* 

,;-A la fin du marquage, passage immediat sur colonne Oowex 2x8 
; . n> cm 0 100 3 200 mesh (3ml de gel) . On r£cupfire 3ml puis on passe 
sur colonne Sephadex G 25 soit 10ml de gel. Les 5 premiers ml 
aprSs le volume mort de la colonne sont rScupfirSs et contien- 
nent 1' anticorps marque i I'iode radioactif s§par§ de I'iode 
libre. Le traceur est dilu6 dans un diluant traceur (cf test 
HBe ci-dessus) pour l v analyse d'une dilution dans ce milieu de 

* 

faqoh 3 obtenir entre 500.000 et 1.000.000 de coups par minute 
pour 200 )i. ' 

* 

Realisation du. test proprement dit 

FEUILLE DE REMPLACEMENT 
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La bille recouverte d'Ag NANBc est incubfie avec 200 vl de s§rum 
a tester pendant 18 heures a tempSrature ambiante. 

En suite on lave ft'l'eau distillSe abondamment. 

On incube avec 200 yi de traceur radioactif contenant done 
500.000 a 1.000.000 de CFM, 1" Incubation a lieu pendant 4 
heures .37° an bain-marie. 

On lave a nouveau coxnme pr§cSdemment dScrit et on cenrate 1 
minute dans un spectromatre de radiation gamma Packard. • 

Calcul des positifs; il se fait par comparaison avec les 
rfisultats obtenus dans des sSrums nfigatifs. On s§rum est 
positif si le nombre de coups/minute est infSrieur a 50% de 
celui obtenu pour la moyenne des- sSrums tfimoins nfigatifs soit 
une inhibition de plus de 50% de la radioactivitfi. Au lieu 
d'utiliser un traceur radioactif, on peut utiliser un traceur 
enzymatique represents par un marquage des anticorps a la 
peroxydase (HHP) , R230 Boehringer Manheim bH West Germany. Ce 
couplage est fait selon la mfithode de Nakane, Journal Histoche- 
mistry Cytochemistry, 22 : 1084-1091 (1974). 

* 

Test tout la determination des anti NANBc IgM 

: Une bille de polystyrSne est couplSe initial ement avec 1 • anti- 
corps anti-IgM humaines, de mouton ou de lapin, ce sont les 
mfimes conditions de couplage de la bille que pour les anticorps 
anti-NANBe (voir exemple 1) . 

Ensuite avec 200 yl de sfirum dilufis au SOOSme dans un tampon 
0,01 PBS pH 7.2 0,05 Tween-20 (PBS TW)on lave la bille. 

On rajoute 200 ul d'une solution de serum humain normal conte- 
nant des antigenes NANBcl, 2 et HBc separSment ou ensemble. On 
Incube a nouveau 16 a 24 heures a la temperature ambiante. 
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Nouveau lavage, nouvelle incubation avec le traceur dilufi 
convenablement, incubation 4 heures 21 37° . Lavage. 



Dans ce cas le traceur n'est pas s implement r§alis§ par le 
marquage des anticorps complets i 1'iode radioactif, il s'agit 
d' anticorps partlellement coupfis que l'on appelle fragments F 
(ab') 2 ceci afin d'Sviter une reaction non specif ique avec le 
facteur rhumatolde qui est une anti-IgM non sp€cifique de 
I'hSpatite. Done les anticorps anti-NANBc de classe IgG sont 
trangfoxmfis en fragments- F (ab f ) 2 par la mfithode de Rossi 
(Nature 223:837, 1969). 

Pour cela simplement les IgG sont digSrfis avec la pepsine 
(2700ug/mg 3 pH 4.3 pendant 2 Oh) 1' action est stopple en 
ajoutant du Tris hydroxym§thyl aminoSthane 3 pH8. 

Les petits peptides et les fragments F (c*) sont enlevfis par 
filtration sur gel sur Sephadex G50. Les IgG non digfirSs par 
1* action de la pepsine sont SI linings par absorption sur une 
colonne immunoabsorbante couplSe i un anticorps anti-Gamma F 
(c) humain couplS & du Sepharose 4B par du bromure de cyanogdne. 

Preparation des anticoros anti-NANBc 



Les anticorps anti-NANBc 1 et 2 de tltre trds Slevfi peuvent 
. Stre soit obtenus chez des malades dont le sSrum apparalt en 
immunofluorescence avoir des titres supSrieurs au 1/10 03me en 
IF indirecte, soit chez des animaux Immunises avec les Ag NANBc 
1 et 2. Ces anticorps peuvent soit Stre dlrectement conjugfis au 
traceur radioactif ou enzymatique, soit Stre utilises pour la 
preparation des fragments F (ab 1 ) 2. Inversement, on peut 
utlllser les Ag NANBcl NANBc2 purifiSs et immunlser des lap ins 
ou cobayes avec ces antigSnes comme dficrit pour la preparation 
des anti-NANBe & partir des Ag NANBe purifiSs. 
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BXEMPLE 3 - Purification de T'Ag NAHBs 

L»Ag NANBs peut S-tre purifi§ par exemple de la fa$on suivante. 
a) Choix des plasmas sositif s aotir l'antlcrSne NANBs 

Les sujets ayant fits trornrfis porteurs d'antigine NANBe au cours 
de programmes de d§tection systfimatique de cet antigSne et de 
transaminases chez des donneurs de sang, ou bien & 1" occasion 
de perturbations clinigue et/ou biologiques, hSpatiques, en 
particulier, des transaminases (notamment TGP) on des gammas 
• glutamyl transpeptidases chez des consultants plus ou mo ins 
symptomatiques , sont Sgalement testSs pour 1'antigSne NANBs en 
immnno-dif fusion et contre-SlectrophorSse. 

Nous avons observe que 5% des donneurs de sang environ ont des 
TGP 2 fois supfirieure 3 la normale, 80% de ces m&nes individus 
sont positifs pour I'Ag NANBe et plus de 15% pour l f Ag NANBs* 
Les sujets trduvSs porteurs d'un titre suffisant d'antigSne 
NANBs 1/4 ou 1/8 par contre-SlectrophorSse si possible, font 
l'objet d'un prfilftvement de sang ou de plasma. Pour la prepa- 
ration du vaccin on s'adressera de prSfSrence a des sujets 
appar eminent sai ns , les perturbations hfipatiques mod£r£es 
signalSes ci-dessus n'Stant pas rfidhibitoires en elles-mfimes, 

b * Purifica tion de 1 y antiaSne NANBs par chromatograohie 
sur <?el de sgphay OS e CL 4-B (Pharmacia r OPSALA, SuSde) 

Une colonne de chromatographic est SquilibrSe avec du tampon 
tris 0,05M HC1 0,1SM, pH 7,6. On applique sur la colonne une 
fraction sfirique enrichie d'antig&ne NANBs (par une prScipita- 
tion prSalable au sulfate d ' ammonium & 60% suivie de dialyse 
centre le mSme tampon) , une telle fraction de 5ml rSagissant 
fortement pour I'antigSne NANBs est pos£e sur la colonne* 
I/Slution se fait avec le m&ne tampon et le dSbit est rfiglS 3 
25ml par heure. Des fractions de 5ml sont -collect 6es et testSes 

f 0Mpr 
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pour I'antigSne NANBs et pour 1'antigSne NANBe en Imininodif fu- 
sion etC.E.P. (contre-SlectrophorSse) . 

L' analyse des fractions recueillies fait apparaltre 5 pics de 
prot Sines par mesure de la densitS optique & 280nm. L'antigSne 
NANBs est dStectS dans les pr emigres fractions, immSdiatement 
apr&s le volume d v exclusion de la colonne. C'est dans ces 
premieres fractions que l v on observe le titre le plus SlevS 
d'antigSner NANBs r atteignant 1/32 en C.E.P. Les fractions 

■ 

ultSrieures, ont un titre plus bas. Et elles sont § gal erne nt 
positives pour 1'antigSne NANBe. Les fractions NANBs trSs 
positives sont rSunies et repassSes une nouvelle fois sur la 
colonne pour augmenter la qualitS de la separation. 

On rSunlt & nouveau les fractions NANBs et on les concentre 
pour les soumettre Sventuellement A des Stapes de purification 
ultSrieures. On peut Sgalement faire suivre plusieurs sSries de 
colonnes diffSrentes, en particulier avec le SSpharose 6200 
SUPERFINE (Pharmacia) ou l'Ag NANBs sort essentlellexnent dans 
les 2Sm£ et 3&me pics de protSines des fractions SluSes. 

L'antigSne NANBs peut Sgalement Stre isolS par ultracentrifu- 
gation en gradient de densitS de sucrose ou de chlorure de 
cSsium. 

11 peut Sgalement Stre purifiS par chromatographic d'affinitS. 
Pour cela on peut utiliser divers supports tels que le SS pha- 
ros e f ou un support permettant une utilisation en "batch" au 
lieu de colonne comme la MAGNOGE^ de 1 1 1ndustrie Biologique 
Frangaise ; dans ce cas on incube les Ag anti-NANBs aprSs 
activation du gel avec la glutaraldfihyde pour rSaliser l'imrau- 
noabsorbant. 



a) PrSparation d'un immuno absoraant SSpharose, 



anti -NANBs: 
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La fraction gammaglobulinique d'un serum "trouvS fortement 

i 

positif en anticorps anti-NANBs est prfiparfi par prScipitation 
avec du sultate d 1 ammonium pH»7 & 33% de concentration finale. 
Le prficipitS est redissous en tampon 0,1M NaHCO^ et dialysS 
vis-a-vis d'une solution 0,5M NaCl-0,lM NaHCO^ • La concentra- 
tion par rapport au sfirum de d§part est de 3 fois. Les gamma* 
globulines anti-NANBs sont couplfies a du SSpharose 4B active au 
bromure de cyanogSne (4B CNBR-Pharmacia - TJPSALA- Su&de) , selon 
le proc§d§ dficrit par COATEE CAS AS et AFXNSEN dans Aim. Rev. 
Bioch'em. 40 : ' 259,1971. 7g de Sfipharose 4B active au CNBr sont 
mis & gonfler et sont lavSs sur un filtre en verze avec une 
solution 0,001k HC1 pendant 30 minutes. ImmSdlatement aprSs 
lavage, le gel est: mfilangS avec 200mg de gammagloJDulines anti- 
NANBs en solution bicarbonatSe et on agite pendant 2 heures a, 
temperature ambiante. 

Le gel est ensuite lavfi avec 600 ml de la solution 0, 1M NaHCO^ 
con tenant 0,5M NaCl, et traits avec 50ml d'une solution d'Stha- 
nolamine 1M ps»8 pendant 2 heures & 25 °C. 

* 

Le SSpharose alnsl couplS est ultfirieurement lav£ alternative- 
ment avec un tampon XM NaCl, 0,1M acetate, pH=4 et un tampon 1M 
NaCl, 0,1M borate, pH-8,4. Le dernier lavage est fait en tampon 
0,1M borate, pH-8,4 contenant 0,5M de NaCl et 0,005M d f EDTA. 

b) Dans un autre mode d* execution du procftdft on a utilise 
un immuno absorbant MACSIOGEL, activS a la glutarald&hyde et 
couplfi avec les tmrnu noglobul ines anti-NANBs. 

c) Isolement de I'antigSne. NANBs: 

Tine colonne de 2 x 11 cm de SSpharose couplfie £ 1* anti-NANBs 
est utilisfie. La colonne est fiquilibrfie avec le tampon a tempe- 
rature ambiante. On ajoute 25ml de la solution concentrSe 
contenant de l'antigfine NANBs de titre §lev6. Cette solution 
est dilate au demi avec le tampon et on laisse 1 heure a 37 °C 
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pour favoriser 1" adsorption. La colonne est ensuite placfie i 
+4°C et lavfie avec le tampon borate jusqu'i ce que la densitS 
optique des fractions devienhe nulle. L'antigSne NANBs est filufi 
de la colonne par un tampon phosphate 0,1M, pH 10,8. Les 
fractions de 5ml sont recueillles et la densitS optique a 280nxn 
mesurSe. On ramSne immSdiatement J un pH physiologique par 
addition NANBs et toutes les fractions positives sont rfiunies 
et concentrSes par ultrafiltration sur f litre AMXCON retenant 
toutes les protSines ayant un poids mol€culaire supSrieure- £ 
30*000. 

* 

Toutes autres conditions de couplage et d'Slution en parti cu- 
ller celles prSconisfies par le fabrlcant du SSpharose 4B CNBR 
peuvent Stre utilises pour cette mfithode de purification. 

EXEMPLE 4 



Purification de I'Ag NANBe par la mfithode S 1 ' hfiparinogel 

* 

On sSlectionne des sSrums positlfs en Ag NANBe en ID et en CEP • 
Aprfis filtration sur mllilpore (dlamdtre des pores 0,45 mi- 
crons) pour clarification, on soumet a une ultracentrifugatlon 
pendant 2 Jieures a 300.000g. On recueiile les surnageants (les 
culots peuvent 8tre utilises pour isoler les virus NANB recner- 
chfts par l*activit§ de DNA polymerase) • 

"On ajoute au surnageant une solution SL 33% de sulfate d' ammo- 
nium (SA) a raison de 0,5 vol. de solution de sulfate d' ammo- 
nium pour 1 volume de surnageant pour une concentration en S.A. 
de 33% afin de prScipiter notamment les gammaglobullnes . On 
Slimine le prScipitS par centrifugation (on peut rechercher 
Sventuellement dans ce pr&cipitS la presence d'anticorps anti- 
NANB) . Au surnageant on ajoute du S.A.jusqu'a concentration de 
70% (en a j out ant du S .A. cr is tall is 6 a la solution a 33%). On 
centrifuge, Slimine le surnageant, et reprend le culot par le 
TSA. On Slimine le sulfate d 9 ammonium par dialyse contre le 
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TSA. On verifie par CEP et ID que le produit obtenu a un titre 
satisfaisant en Ag NANBe. 

On chromatographie la fraction ainsi obtenue sur une colonne 
remplie par 200 ml d'heparine Ultragel IBF (heparine fixee sur 
gel d' agarose) equllibree en tampon Tl (Tris 0,05M,NaCl 0,15 M, 
NaN 3 0,02%, CaCl 2 0,025M, pH 7,6), en deposant 5ml de ladite 
fraction. On Slue par le tampon Tl (100ml environ) a faible 
dfibit (0,2ml/minute) puis on lave (debit lml/minute) avec 200 
ml de Tl puis 100 ml de tampon T2 (Tris 0,05 M, NaCl 0,15 m, 
HaN 3 'o,02'%, EDTA 0,01M, DH7.6), et elimine l'eluat. On elue' 
ensuite I'Ag NANBe par un gradient de solution aqueuse de 
chlorure de sodium dans le tampon T2 obtenu en ajoutant pro- 
gressivement (0 ,5ml/minute) une solution Tris 0,05M EDTA 0,01 M 
NaCl 2,5 M dans un flacon, muni d'un agitateur, contenant 300 
ml de tampon T2. On eollecte das- fractions de 10 ml (50 frac- 
tions environ) , en evaluant la concentration en Nacl au refrac- 
tomfitre d'ABBE. Les gradients allaient de 0,15 M a 1,2 M NaCl. 
Les fractions sont dialysees contre du tampon TSA, puis recon- 
centrees par ultrafiltration (limite 10 000 daltons) a environ 
1ml. On recherche la presence d'Ag NANBe par ID et CEP, qui est 
observee principalement dans les fractions correspondant a 0,3- 
0,7 M NaCl. On reunit ces fractions et obtient ainsi une frac- 
tion purifiee d'Ag NANBe pouvant Stre utilisSe par exemple pour 
realiser un rfiactif selon 1» invention destine a detecter la 
presence d'Ac anti-NANBe. 

EXAMPLE 5 

* 

Obtentlon d'Ag NANBe au dfipaart. de .T'A^ NANBe 

On utilise comme produit de depart la- fraction positive en Ag 
NANBe obtenue a l'exemple 2 a) apres ultracentrifugation en 
gradient de sucrose a 4 ml de cette fraction on ajoute 1,33 ml 
de 8-mercaptoethanol a 0,5% ef 1,33 ml de dodecyl sulfate de 
sodium (SDS) a 0,5%, soit une concentration finale de 0,1% en 
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Procgdg de preparation d'anticy8nes de 1' hepatite virale 
NANB, et application 5 la realisation d'un r6actlf permettant 
le diagnostic et le pronostic des infections provocniSes par 
lea virus des hgpatltes virales. 

La prSsente invention a pour objet un procSdfi de preparation 
d'antigSnes de 1" hepatite virale NANB, et 1 f application de ces 
antigenes 3 la realisation d'un r6actif permettant le diagnos- 
tic et le pronostic des infections, symptomatiques ou non, pro* 



Cans ce qui suit, on u tills era les abr€viations suivantes 



— Ag s 



- Ac signif ie : anticorps 



- HB signif ie : hepatite B 



- VHB signif ie : virus de l 1 hepatite B 



- NANB signif ie : non-A non-B 



- IgM signif ie : iimrnmo-globullnes M 



- IgG signif ie : immuno-globulines G 



- ZD signifle : immunodiffusion 



- CEP signifie : contre-eiectrophordse 

- DRZ signifie : dosage radio-immunologique 

- ELT SA designe un test immunoenzymatique (Enzyme linked 



- WH : hepatite de la marmotte 
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Trois systfime Ag - Ac ont StS dficouverts en relation avec le 
virus de l'hfipatite NANB. 

On sait que deuac virus responsables de 1'hSpatite virale humaine 
ont StS identifies , le virus A et le virus B. 

L'hSpatite 3 virus A, volontiers SpidSmique, d 1 incubation 
courts (environ 30 jours) est transmise par voie "fScale-orale" 
et pratiquement jamais par transfusion, 

L'hSpatite due au virus B au contraire est observee volontiers 
mais non exclusivement chez les patients ayant subi des trans- 
fusions sanguines. 

D'autres hepatites qui sont egalement precis ftment mais non 
exclusivement associSes a la transfusion sanguine, ce qui 
illustre bien leur nature virale transmissible, ne sont dues ni 
au virus A ni au virus B (voir par exemple S.M FE2NST0NE et al. 
The New England Journal of Medicine, 10 Avril 1975, pages 707- 
710). Dans tous les pays, y compris la Prance, ces hepatites 
sont frequentes et souvent asymptomatiques . 

Leur incubation est variable, de 2 a 20 semaines, avec one 
frequence maximale de 6 a 14 semaines. Leur aspect clinique ne 
pexmet pas de les distinguer des autres hepatites virales, 
texiques ou mfidicamenteuses. Leur tendance a fivoluer vers la 
chronicite est redoutable. Leur epidemiologic est voisine de 
celle des hepatites B. On les designe par le texme "hepatite 
non-A non-B" (ou NANB) . 

11 existe une inf ectiositS prolongee du sang traduisant un 
partage chronique du virus avec une viremie persistants qui 
peut Stre compl&tement latente. 3% au mo ins des donneurs de 
sang benevoles et jusqu'a 30% des donneurs payes aux U.S. A 
paraissent ainsi infectes a leur insu et sont susceptibles de 
transmettre 1' hepatite par la transfusion. 
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MalgrS 1 * importance de ce problSme on ne disposait jusqu'S 
present d'aucune methode, en dehors de la transmission au 
chimpanzS permettant de diagnostiquer qu'une hepatite Stait due 
a tin virus non-A non-B ou qu'un donneur de sang pouvait Stre 
inf ectieux et transmettre la maladie au receveur de son sang ou 
des produits qui en sont derives. Les tests de dysfonctionne- 
ment hfipatique les plus sensibles tels que 1* elevation des 
transaminases SGPT ne sont susceptibles de reconnaltre que S0% 
de ces donneur s de sang inf ectieux. De plus le test des trans ami 
nases n'est pas spScifique car leur taux SlevS est observe dans 
d'autres circonstances pathologiques hSpatiques (lithiase 
bilaire alcoolisme etc..) n'ayant rien 3. voir avec 1' hepatite 
virale NANB. 

En 1978 SHIRACHI dScrivit pour la premiSre fois la detection en 
ID d'un Ag sfirique presume associS aux hepatites NANB, Le test 
en ID dScrit ne paraissait cependant pas strictement spficif ique 
des hepatites NANB puisqu'il se retrouvait positif dans 10% des 
hepatites B. Au cours du symposium international, tenu en Juin 
1980 3 Vienne, consacr6 aux hepatites NANB plusieurs tests d'ID 
dBcrits par divers auteurs y compris SHIKACH1 se sont av€res 
non reproductibles et non specif iques puisqu'ils ont conduit & 
considSrer comme positif un serum temoin (voir aussi SUE, 
Lancet 1: 178-180 r 1981) le reactif de 1» invention permet 
d'Bviter ces inconvenients. 

Les tests ou dosages radio-immunologique decrits par d'autres 
auteurs se sont egalement av€res non specif iques; voir NEURATH, 
Journal Gen. Virol., 48 285-295 (1980). On va decrire ci-aprSs 
les travaux qui ont conduit SL la mise au point du reactif de 
l f invention. 

En faisant r6agir des serums de polytransfuses ou de convales- 
cents d' hepatite NANB avec des serums pr.eieves 1 la phase 
precoce de la maladie, 11 a ete possible de mettre en evidence, 
grace 3 l'immuno-dif fusion, des lignes de precipitation entre 
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des scrums de convalescents ou de polytransfusfis, et les s&ruxns 
d'hfipatite NANB & la phase aigfie. Ces lignes de prficipitation 
identifiant des A? nouveaux spScif iques des hSpatites NANB ont 
servl de marqueurs poor 1 ' identification du virus en cause. 



Les rSsultats de ces travaux ont permis d* identifier ainsi un 
virus responsable d* hepatites KANB prSsentant une similitude 
morp h ologique avec le virus de l'h€patite B, y compris des 



associSs £ ce virus dSsignfis 



et al, C.R. Acad 



permis d v identifier 2 systSmes Ag/Ac 
antigSne NANB/e et NANB/c par 
hotnologues de l T h§patite B; voir C 
Sc. Paris, t.290, pages 343-346 (1980) 



L'Ag NAOT/e rSagissait en identitfi 
dans le sfirum de rfif Srence de 
analogue S cet Ag dfisignS par cet 
reviendrons un Ag NANB/s 
virus a €t£ Sgalement mis en Svidence 



en ID avec un Ag prSsent 



auteur EC comme nous y 

de l'enveloppe du 



On salt que les hSpatites 
d'une augmentation caractfiristique 
TGO (tr?mflaTntnafl«»tt glutamique 
wiTiases glutamique pyruvique) 



ou non sont acconq 
du tanx des transaminases 
oxalacStique) et TGP (txansa- 



Cette augmentation plus ou mo ins Importante des transaminases ~ 



est le test admis par les 
hSpatites qu'elles soient virales ou non* 



On ne considdre comme hSpatite 
peut Sliminer le rSle d T agents 
que celui des virus HB et HA 
antigSnes , et/ou d* anticorps 



virale NANB que les cas oil l'on 



constatant l f absence des 

la presence de ces virus r 
par exemple dans les publl- 
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- Organisation Mondial e de la Sant§ r ProgrSs en matiSre d'heoa- 
tite virale, SSr. Rapp. Techn., 1977, n°602, 1-68; A.J. Zuckermann 
The Three types of human viral hepatitis , Bull O.M.S, 1977, 56, 
1*20; R. SOHIER, Diagnostic des maladies £ virus, Flammarion, 
Hedecine Sciences Edition, Paris, 1964, et mises & jour jusqu'a 
1979. 

En outre, on a v6rififi que le virus EPSTEIN-BARR et le virus 
cytomegalique n'Staient pas en cause. Ces critSres reprSsentent 
la definition des hepatites NANB, qui se fait done, en 1* absence 
de test diagnostic spficiflque dlsponible actuellement par 
exclusion des autres causes. 

On peut done selon ces critSres seiectionner le sSrum des 
sujets, symptomatiques ou non, soup^onnfis d'etre atteints 
d' hepatite NANB. 

En procSdant i des essais d'immuno-dif fusion en milieu appro- 
pri6 entre les sSrums ou entre ces serums et des homogSnSisats 
de foie, on a observe des reactions de precipitation de complexes 
antigfine-anticorps . Parfois, plus d'une ligne de precipitation 
etaient observSes. La comparaison avec un Schantillon authen- 
tique de l'antigfine dScrit par SHXRACHX a permis d'etablir que 
la ligne de precipitation la plus frfiquente en ID initialement 
designee Ag NANB (Vitvitski et al r 1979 Lancet 2:1263-1267) 
prSsentait une reaction d 1 identitS avec un Ag present dans 
1 ' Schantillon de SHXRACHX. L'Ac correspondant se trouvait 
present da n s le rSactif. D ' autres molecules reactlves parasites 
semblaient cependant prdsentes dans cet Schantillon Ag et Ac, 
comma e'est souvent le cas, ce qui explique la non specif icitS 
des rfisultats de ces auteurs prSsentSs au symposium de Vienna. 

Par ailleurs l»Ag NANB decrit est apparu avoir une rfiactiviti 
croisee avec le systfime HBe, et plus precis&nent avec Ag HBe/3 
et non avec les autres specificites HBe/1 et 2 (Vitvitski et 
al, J. Virol. Methods, 1:149-156, 1980). 
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Cette demonstration falsait supposer que l v Ag NANB deer it §talt 
1' equivalent pour le virus NANB de l'Ag HBe/3 les propri§tSs 
physico chimiques de l f Ag NANB (HANTZ et al, J. Med Virology 5: 
73-86 (1980) et sa localisation dans le noyau des hSpatocytes 



L'Ag NANB a done fits redfisignfi NANBe, et on suppose que I'Ag 
d6crit par SHIRACHX correspond & cet Ag NANBe r compte-tenu de 
la reaction observee. 

En vue de 1* identification d'autres syst&ues Ag/Ac sp6cifiques 
les couples de serums donnant une double ligne de precipitation 
ont StS s£lectionn£s. Une ligne de precipitation additionnelle, 
distincte de celle de l'Ag NANB/e, se trouvait reproductiblement 
situSe, par rapport 3 celle-ci, du cOtS du puits oil on avait 
depose le serum a, tester contenant l'antigdne, la ligne de l'Ag 
NANB /e se trouvant, elle plus prSs du puits contenant le rSactif 
anticorps • 

L 1 ul tracentrif ugation des serums ainsi sSlectionnfis a permis de 
retrouver dans les culots de centrifugation, l'activite antigfini- 
que responsable de cette deuzi&ne ligne de precipitation alors 
que 1* activity antigfinigne NANB/e n'est pas retrouvSe dans les 
culots aprfis ultracentrifugation et reste dans le surnageant. 

Le nouvel antigSne ainsi isoie a permis ensuite de seiectionner, - 
par reaction d ' immune-diffusion par exemple, des serums contenant 
1* anticorps correspondant. 

On sait que depuis I'examen systematique des s£rums de donneurs 
de sang, dans la plupart des pays, pour la presence d'antigSnes 
du virus de 1' hepatite 6, plus de 80% des hepatites post- 
transfusionnelles observees, sont des hepatites NANB. 

Generalement, le nouvel antigSne decouvert, appeie ci-apr§s Ag 
NANBs, est detecte dans les serums de 10 3. 20% environ des 
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patients souffrant d' hepatite po st- trans fusionnelle, ainsi que 
chez des sujets asymptomatiques pr§sentant une SISvation de 
transaminases, TGP surtout, supSrieure ou Sgale 3. deux fois la 
valeur normal e. 

Les anticorps antl-NANBs (ou Ac an ti -NANBs) sent. dStectfis en 
proportion import ante, chez les convalescents, gfinSralement 1 a 
12 xnois apr&s normalisation du taux des transaminases. lis sont 
Sgalement trSs frequents chez les sujets polytransfusfis ou 
exposes de par leur activity 3, des contacts rfipfitSs avec le 
virus. 

La suite des essais dScrlts ci-dessus permet de dStecter et 
d'isoler l'Ag NANBs et 1* anticorps correspondent, mSae si on ne. 
dispose pas d'un Schantillon de r§f§rence. Une s§rie de travaux 
a permis de d&nontrer que l'Ag NANBs est un Ag d'enveloppe du 
virus NANB. 

Des recherches suppl&nentaires ont encore permis la dficouverte 
d'un autre antigSne, associS £ la nuclSocapside du virus NANB, 
dSsignS Ag NANBc (antigSne de "core") , qui sera d§crit davan- 
tage ci-apr&s. 

L'intSrSt propre des 3 syst&mes Ag-Ac dSfinis ci-dessus pour la 
prevention, le pronostic, le diagnostic et le traiteaent des 
hepatites NANB est variable, les 3 reactions se complfitant. 



Ainsi, 11 existe pour, le virus NANB comzne pour le VH3 3 systSmes 
Ag/Ac distincts associSs au virus: 

1) un Ag de surface ou Act NANBs forme done 1 1 enveloppe 
du virus complet et se trouve synthStisS Sgalement en exc§s 
sous forme de petites particules tris variables en taille dans 
le sSrum. Lors de l f infection, cet Ag est produit par le cyto- 
plasme des hSpatocytes infectfis et Sgalement exprimfi sur la 
membrane de la cellule. 
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Les Ac anti-NANBs sont les Ac qui agglutinent ces particules 
virales synthStisfies en excSs alnsi que Is virus complet. Ce 
sont done les Ac protecteurs. Leur presence chez un individu le 
protege contre 1 ' infection comma cela a 5tS nontrS par l'adminis 
tration des gamma globulines de convalescents. 

Les Ag NANBs peuvent servir de marquenr de 1' infection et 
permettre de faire le diagnostic d'une viremie NANB. Neanmoins 
la presence frequente d'Ag en guantitS faible, ou 1 • association 
de cet Ag et d'Ac sous forme d ' limnuns complexes explique 
bien souvent, il soit difficile de mettre en Evidence pa: 
techniques peu sensibles 1'Ag NANBs. La realisation d'un test 
radioimmunologlque ou immunoenzymatique ou d'un test d' hemagglu- 
tination permet grace au gain de sensibilitS de dfitecter plus 
facilement les porteurs de virus par xnise en evidence de 
faibles qoantitSs d'Ag NANBs. 

2} Le systeme antige nlgue NANBc correspond a la nuclSocapside 
du virus NANB complet qui, dans le serum, est enveloppfi. L'Ag 
NANBc n'est done pas libre dans le serum. On ne le rSvSle 
qu'apras purification des virions et eclatement de I'enveloppe 
par des detergents doux (par exemple Tween 80 ou Triton X100) . 
L'Ag NANBc est synthfitisfi dans le noyau des hSpatocytes infec- 
tSs ou il est facilement mis en evidence par immunofluorescence 
et egalement en microscopie electronique , oil on peut dStecter 
des particules caractftristiques qui' ont 1 ' aspect ultrastructn- 
ral des nucleocapsides en voie de formation dans les noyaux. 
L» absence d'Ag NANBc libre dans le serum (puisque les nuclSo- 
capsides sont enveloppees) ainsi que la multiplication des 
capsides NANBc dans le noyau des cellules inf ectfies et leur 
liberation lors de la destruction de celles-ci, realisant une 
s timu lation permanente, aboutit 1 la presence dans le serum 
d" an ti corps anti-NANBc des le dSbut de 1* infections ces anti- 
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ou dosage radio immunologique ou ELISA) tgmoignent d'une infec- 
tion en cours d 1 evolution. Si les anticorps anti-NANBc contiennent 
des anticorps de la classe IgM, il s'agit d'une infection en 
cours ou qui date de mo ins de 8 sexnaines done qui est tou jours 
actuelle. S v il n'y a que des anticorps anti-NANBc de la classe 
IgG, ceci tr adult une infection passSe, avec arret de la multi- 
plication du virus depuis un temps variable. 

L'intSrSt essential du systSme Ag/Ac NANBc est done le diagnos- 
tic des infections & virus NANB soit aigttes soit chroniques et 
la possibility de distinguer les infections actuelles des 

* 

infections passSes (selon la presence ou l v absence d'IgM). 

II faut insister sur I'intSrSt de ce systSme pour fairs un 
reactif a visSe diagnostique. En effet dans les infections a 
virus NANB les Ag NANBe et NANBs qui servent egalement au 
diagnostic peuvent Stre masques sous forme d f inmruns complexes & 
certains moments de l 1 evolution. Dans ces conditions, seul 
1* anticorps anti-NANBc permettra de prSciser qu'un sujet est 
infecte et/ou inf ectieux. Ce systSme sera trSs important pour 
le diagnostic des porteurs de virus en parti culler chez les 
donneurs de sang af in de reconnaltre les donneurs inf ectieux et 
exclure leur sang de la transfusion. 

On a Sgalement dSxnontrg qu'il exlste des reactivitSs croisSes 
entre les Ag NANBc des dlverses souches de virus NAN3 obtenus a 
partir de foles infectes par ces differ entes souches. II est 
done inter essant d'utiliser pour le reactif de l f invention 
plusleurs antigSnes NANBc de ces dif f erentes souches af in 
d 1 avoir le test le plus polyvalent possible en particulier pour 
la detection des donneurs de sang danger eux, ces divers anti- 
gSnes NANBc etant de preference fixes sur (ou utilises avec) 
une mSme unite de reactif. De m&me on peut utiliser pour un 
m&me reactif a la fois un Ag NANBc et un Ag HBc. 

II a Sgalement ete decouvert qu'il y avait une faible reactivite 
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croisfie entre les Ag NANBe et HBc. Dans certains cas, un sfirum 
faiblement positif en dosage radio-imnnanologique pour l'Ac 
anti-HBc rfivfile en fait une Infection i virus NANB et vice 
versa* 

3) Le troisiSme systfime d'Ag et d'Ac liS au virus NANB est le 
syst&ne Ag/Ac NANBe. 

Ce syst&ne est celui qui a Stfi dScouvert initial ement et appelfi 
d'abord Ag NANB avant d'etre redfisignfi Ag NANBe. 

II serait susceptible de correspondre au syst&ne dficrit par 
SHXHACEI. Ce systSme antigfinlque a un intfirSt diagnostique 
important car la detection de l'Ag NANBe ou de l'Ac correspon- 
dant p erme t d ' identifier des porteurs de virus ou de reconnaitre 
que le virus NANB est responsable d'une hfipatite aigde ou * 
chronlque. 

Les recherches du dfiposant ont montrfi que tant les sujets 
porteurs de l f Ag NANBe que ceux porteurs de l'Ac anti-NANBe 
semblent activement Infect 6s par le virus comzue en tfimoignent 
les tests d' immunofluorescence et la micro scopie Slectronique 
effectufis sur des biopsies hfipatiques. 

Un des intfirSts de l'Ag NANBe est qu'il apparalt Stre un Ag de 
groupe c omnmn & plusieurs virus de la mfime famille. L'Ag NANBe 
paralt Stre l'Ag pour lequel il existe la rfiactivitfi croisfie la 
plus importante entre les divers virus de cette famille. Aussi r 
entre l'Ag e3 du VHB, l'Ag NANBe et aussi I'Age du virus de 
1' hepatite de la marmotte, la rfiactivitfi croisfie est conside- 
rable. Cet Ag/e se retrouve figal ement chez d'autres espfices 
c omme I'Scureuil sou terrain. 

L'intfirSt essentiel de cet Ag-e est done? qu'il apparalt Stre 
c omnmn a toute une sfirie de virus hfipatitiques de I'homme et 
des aniaaux, formant une nouvelle famille de virus que certains 
suggSrent de dfisigner HEPA-DNA virus cela explique figalement 
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que des infections par des souches de virus NANB distinctes du 
point de vue de leur immunitS, en particulier chez le chimpanzfi 
donnent une r§action positive pour 1'Ag NANBe. Ceci confSre 
done a cet antig&ne une valeur diagnostique import ante et 
complfimentaire de celle des anti-NANBc. 

Une autre caractSristique importante de 1'Ag NANBe est d'etre 
synthfitisS dans les infections NANB, en grand excSs, souvent & 
un titre supfirieur 3. l'Ag NANBs, ce qui permet un gain de 
sensibility 

Comme indiqufi prScSdemment, il existe une rfiactivitfi croisfie 
d f intensity croissante lorsqu f on passe des Ag les plus super- 
ficiels ou de surface des virus de I'hSpatite aux Ag de nuclfio- 
capside core ou "a". 

Ainsi les Ag NANBs et HBs n'ont que trSs peu de rSactivitS 
croisfie exclusivement dfimontrable par des tests trSs sensibles, 
alors que les Ag NANBe et NANBe ont une rSactivitfi croisfie plus 
importante avec les Ag HBc et HBe/3 respectivement. 

Compte-tenu du mode de realisation pratique des tests coimner- 
ciaux des Ag du VHB actuellement sur le marchfi la rfiactivitfi 
croisfie n'est pas utilisable pour le diagnostic des hepatites 
NANB* 

Les 3 systSmes Ag/Ac dScrits ci-dessus peuvent servir de base 3 
la rfialisation de tests diagnostiques pour les sujets infect fis par 
le virus NANB, qu'ils soient syrup tomatiques ou non. Plusieurs 
types de rfiactifs ont fitfi rfialisSs. Leurs intfirSts sont distincts 
et souvent complfimentaires . 

II convient de noter que dans le cas des infections NANB, les 
Ac naturels obtenus dans le sfirum des ma lades sont insuff isam- 
ment spScif iques et ne peuvent pas &tre utilises tels quels 
pour construire des tests. Les Ac dont on a besoin pour les 
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r6actifs de l f invention et leur utilisation ne peuvent atre 
obtenus -gu'aprSs purification des Ag paar exemple salon les 
procSdfis qui seront dScrits ci-apr§s. 

La pr§senta invention a notamment pour objet tin procfidS .de 
preparation d'antigfines purifies de 1 'hepatite viral© NANB, 
caractfirisfie par le fait que !• on s€lectionne des serums on des 
extraits de foie dans lesguels on a reconnu la presence de 
virus NAHB, que l r on precede a une ultracentrifugation pour 
concentrer lesdits virus dans le culot de centrifugation, que 
I'on recueille ledit culot et le traite par un detergent non 
ionique, que I'on laisse incuber pendant 1 a 24 heures environ 
a temperature comprise entre 0 et 37°C, que I'on procSde i un 
fractionnement pour isoler les fractions contenant de l'Ag 
NAHBc pur if 16 , puis que, si d6sire, on soumet lesdites fractions 
& 1 ' action d'un detergent ionique, laisse incuber pendant 1 
heure SL 24 heures environ a temperature de 0 a 37°C, et isole 
I'Ag NAKBe. 

Pour detecter la presence de virus NAHB, on utilise par example 
les methodes mentionnees dans 1' article de C.R Ac. Sc. Paris, 
t-289 (17 decemhre 1979) pages 1263-1266, et notamment le 
reperage d'une activite ADN polymerase. 

Parmi les detergents non ioniques on citera, notamment les aryl 
polyCthers de glycol alkyies tels que le Triton X100, les 
polyoxyethylSne sorbltan monooieates tels que le Twean 80, ou 
encore le HP 40. 

Panai les detergents ioniques on citera notamment les detergents 
anioniques tels que le SDS (dodecyl sulfate de sodium) . 

* 

Pour purifier l'Ag KAKBe, selon un procede egalement objet de 
1' invention, on peut aussi op&rer comme suit: on seiectionne 
des serums positifs pour l'Ag NAOTe, on eiimine les particules 
virales 6ventuellement presentes, par exemple par ultracentri- 
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fugation, on € limine les gammaglobulines selon les mSthodes 
connues, par exemple par prScipitation au sulfate d f ammonium, 
on concentre les fractions contenant l'Ag NANBe, notanment par, 
prScipitation, par exemple & l*aide de sulfate d 1 ammonium ou de 
polyfithylSneglycol , puis on chromatographic les fractions 
concentrfies contenant I'Ag NANBe sur un support sur lequel est 
fixfie de l'hfiparine, on Slue avec une solution aqueuse de 
chlorure de sodium de concentration croissante, recueille les 
filuats contenant l f Ag NANBe, et Slimine les sels selon les 
mfithodes usuelles. Zl convlent de noter que ce procSdS est 
Sgalement utilisable pour purifier l'Ag NANBs, en sfilectionnant 
comme produits de dSpart des sfirums positifs pour l'Ag NANBs. 
On peut chroma tographier par exemple sur gel d v agarose sur 
lequel est fixSe de 1'hSparine (hSparinogel) et recueillir les 
Sluats correspondant & une concentration en CINa de 0,3 3 0,7m* 
On Slimine les sels (principalement ClNa) par exemple par 
dialyse. 

L f invention a Sgalement pour objet l'obtention d 1 antigSnes 
purifiSs NANB, mettant SL profit l'antigSnicitS croisSe notable 
entre les virus NANB et HB. Ce procSdS est caractSrisS par le 
fait que I'on hyper immunise des animaux avec une fraction 
purififie en un antigSne de l'hfipatite B, que l'on utilise les 
gammaglobulines produites par les animaux hyper immunises pour 
obtenir les lignes de prScipitation avec des sSrums contenant 
un antigSne NANB correspondant et exempts d f antigSnes HB, et 
que l f on utilise les gammaglobulines ayant donnS des lignes de 
prScipitation pour rSaliser des supports de Chromatographic 

* 

d'affinitfi qui permettront de fixer et purifier les antigSnes 

NANB* 

Dans le cas oil on a hyperimmunisS les animaux avec Ag HSc ou Ag 
HBe3, les anticorps obtenus sont directement utillsables en 
chromatographic d'af finite pour fixer les antigSnes NANB. 

* 

Dans le cas oil l'on cherche & obtenir des anticorps donnant une 
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ligne de precipitation avec I'Ag NANBs, il est particuliSrement 
utile d f hyper immuniser les aninwux avec de I'Ag HBs possSdant 
le determinant a, par exemple I'Ag HBs de sous-type ad et/ou 
ay. On peut notamment hyper immuniser les animaux a l f aide de Ag 
HBs ad r puis de Ag HBs ay, (ou vice-versa) afin d 1 augmenter la 
pr oportion d'antlcorps contre le determinant a. On utilise les 
gammaglobullnes des animaux ainsl hyper immunises pour obtenir 
des lignes de precipitation avec des Ag NANBs. On peut alors 
recuelUir les lignes de precipitation obtenues et les adminis- 
trer dlrectement, aprSs melange avec un adjuvant, 3 des animaux 
du mSme genre, qui peuvent &tre soit des animaux neufs, soit 
les animaux ayant produit les anticorps donnant une ligne de 
precipitation avec les Ag NANBs* 

■ 

De m&me on peut procCder 3 une nouvelle hyperiannrm isation avec 
les lignes de precipitation obtenues de fagon analogue avec 
I'Ag NANBe ou NANBe. 

La presente invention a €galement pour objet un rSactif per- 
mettant le diagnostic de l'hfipatite vixale NANB ou pennettant 
de r§v61er le stade d 1 evolution de la maladle, y compris la 
guerlson, caracterisS par le fait gu'il comprend un support (ou 
substrat) solide sur leguel est fixe au motns un antlgSne 
NANBc, NANBe ou NANBs et/ou au xsoins un anticorps anti-NANBc, 
ant±~NANBe ou anti-NANBs. 

L'antlgdne ou l v anticorps peut Stre fixe sur le s u pport solide 
par tout xnoyen connu pour la fixation des antlgSnes et des. 
anticorps, par exemple par adsorption, par liaison covalente ou 
non, par exemple par couplage chimigue avec un agent de couplage 
bif onctionnel , par afflnite immuno chimigue, etc*.. 

Le support peut &tre realise avec tout materiau solide biologi- 
gue (globules rouges) ou synthetigue doue de proprietes adsor- 
bantes ou capable de fixer un agent de couplage. Ces matSriaux 
sont connus et dScrits dans la litterature. Parmi les materiaux 
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solides capables de fixer les Ag ou Ac par adsorption on citera 
par example le polystyrene, le polypropylSne , les latex, etc... 
Parmi les matSriaux utilisables pour fixer les Ag ou les Ac par 
covalence a I'aide d f un agent de couplage, on cite notamment le 
dextran r la cellulose, leurs derives amines tels que diSthylamino- 
cellulose ou diethylamino-dextran • 

Le support se prSsente par exemple sous forme de disque, de 
tube, de baguette ou de bille. 

Les agents de couplage permettant de fixer par covalence les Ag 
ou les Ac sur le support solide sont connus; ce sont par exemple 
des derives carboxyliques , des derives biofonctionnels tels que 
les dialdShydes (glutaraldehyde) , des diisocyanates (toluSne- 
diisocyanate) r des quinones (benzoquinone) , etc... Les Ac ou 
les Ag peuvent Sgalement Stre fixes sur des supports solides 
selon les mfithodes dficrites par exemple dans les brevets 
frangais n°7623176, 7728161 et 7728163. 

Selon un mode de realisation prefer 6, on utilise comae support 
des billes ou des tubes de polystyrene. De telles billes ay ant 
par exemple 1 a 5mm de diamStre, peuvent Stre obtenues dans le 
commerce, corame cela est indiqufi dans la. partie expSrimentale 
ci-aprSs. 

Selon un premier mode de realisation, le rfiactif de 1" invention 
contient de 1' anticorps specif ique fixfi sur le support solide. 

* 

L'anticorps est un anticorps spScifique de I'Ag SL de teeter 
(anti-NANB/c, /e ou /s) . 

Ce rfiactif permet notamment de dStecter la presence de I'anti- 
gSne correspondant, selon la mSthode dite "sandwich" , par mise 
en contact avec un sfirum £ tester. AprSs lavage pour Sliminer 
les molecules non fixfies puis mise en contact ulterieure avec 
une preparation du ni&me anticorps couple a un agent traceur 
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(encore appelS anticorps conjugue) , on lave pour Sliminer 
l'excfis d f anticorps conjugue non fixe puis on examine si 1* anti- 
corps couplS an traceur s'est fixe ou non sur le support. C'est 
l'etape dite de revelation. II est ainsi possible de determiner 
si le serum teste contenait 1'antigSne A dS teeter. En effet r si 
1* anticorps couplS a 1' agent traceur se trouve fixe sur le 
support c'est que sur le support s'est forme le complexe anti- 
corps-antigSne-anticorps conjugue, et que 1'antigSne recherche 
etait done present. Dans le cm contraire, on peut conclure i 
l f absence de 1'antigSne recherche dans le sSrum teste. 

Ce reactif permet egalement la detection des Ag correspondents 
selon una methode dite de "competition" . Pour cela, on 
contact le reactif avec le serum I tester. Apr 6s lavage 
eiiminer les molecules non fixees, on met en contact le reactif 
avec one preparation d'Ag couplS a. un traceur, l'Ag etant celui 
contra lequel est dirige l'Ac fixe au support. On lave a 
nouveau puis on examine le reactif pour recfaercher la presence 
ou 1* absence de l'antigene conjugue. Si l'Ag conjugue s'est 
fixe sur le reactif, c'est que les sites anticorps etaient 
libres et que le serum 1 tester ne contenait done pas d'Ag 
contra l'Ac fixe au support. Si l'Ag conjugue ne se fixe pas ou 
ne se fixe qu'en faible proportion, par example si la quantite 
fixee est inferieure de plus de 50% a la quantite fixee dans le 
cas d'un serum temoin ne contenant pas l'Ag recherche, e'est 
que le serum StudiS contenait le mSme Ag que celui couple au 
traceur, et que le complexe Ac-Ag forme a masque les sites 
anticorps et a empeche la fixation de l'Ag conjugue sur l'Ac 
fixe au support. 

Selon un deuxiSme mode de realisation, le reactif de 1' inven- 
tion contient de l'antigene fixe sur le support solide. f anti- 
gene fixe au support est l'Ag NANB/c, /e, ou /s. 

* 

Ce reactif permet de detecter la presence des anticorps corres- 
pondent a 1'antigSne fixe selon le principe de la methode 
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" sandwich" dSja dScrite ci-dessus, en remplagant bien entendu 
1' an ti corps conjuguS par un Ag couple a un traceur, cet Ag 
etant celui contre lequel est dirigS I'Ac recherche. Selon que 
l'Ag conjuguS s'est fixe ou non, on conclura a la presence ou a 
1 • absence de I'Ac recherche. 

De mSme, le reactif de ce deuxi&ae mode de realisation peut 
servir a detector la presence des anticorps anti-NANBs, anti- 
NANBc ou anti-NANBe selon la methode de competition d£j& dScrite 
le conjugufi etant cette fois 1 " anticorps correspondant couple a 
un traceur. Selon que I'Ac conjuguS se fixe ou ne se fixe qu'en 
falble proportion, on conclura a l v absence ou a la presence de 
I'Ac recherche* 

II convient d , inslster sur le fait que les anticorps utilises 
pour la realisation ou 1 f application des. reactif s de 1' inven- 
tion do 1 vent 8tre des preparations d 9 anticorps sp6cifiques 
obtenus soit par hyper immunisation selon les methodes connues a 
l'aide d 1 antigSnes hautement purifies soit par chromatographic 
d'af finite, soit par production d v Ac monoclonaux. On a en effet 
constats que, contrairement a ce qui 6tait observe pour l'HVB, 
les anticorps naturels pr61ev§s chez l'homme ne permettaient 
pas d'obtenir un rSactif suffisamment sensible. 

Bien entendu, les divers Ag utilises pour la realisation de 
1 1 application des reactif s de 1* invention sont necessalrement 
des Ag hautement purifies* 

Selon un mode de realisation particulier, l'Ag NANB du reactif 
destine 3 la recherche de 1 9 anticorps correspondant peut Stre 
fixe sur le support par 1 ' intermediair e des anticorps du serum 
a tester, selon une methode "sandwich inverse" • Dans ce cas on 
utilise a titre de prodult intermSdiaire le reactif constitue 
par de l v anticorps anti- (gammaglobuliries M ou G humaines) fixe 
sur le support. Ce r6actif interm6dialre, mis en contact avec 
le serum a tester, fixe les gammaglobulins M ou G du serum. 
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Pour utiliser le rSactif ainsi obtenu, on met en contact le 
support/ revStu de gamma hlogu lines M ou G du s€rum a tester par 
1 ' interm ed ia i r e des an ti -gamma globui lne s M ou G humaines , avec 
une preparation purifiee d • antigSne de 1 • hepatite NANB, par 
exemple une preparation purifiee d'Ag NANBc. On met ensulte en 
contact le support avec une preparation d 9 anticorps correspon- 
dant audit antigSne purififi, ledit anticorps Stant couplS a un 
traceur. On observe ensulte par revelation selon les methodes 
usueUes si 1" anticorps couple au traceur s'est £1x6 sur le 
support. S'il est fixS, c'est que le s&rum Studie contenait des 
anticorps contre ledit antigSne purifiS, et s'il n'est pas 
fixS, le sSrum etudiS ne contenait pas ledit anticorps. II est 
en particulier inter essant d' utiliser le support intermediaire 
d6crit ci-dessus contenant des anticorps contre les differentes, 
classes M ou 6 d 9 immunoglobullnes anti-IgM humaines ou anti-IgG 
humaines, ce qui permet de distinguer les differents stades 
d' evolution de la maladie, comme cela a etfi indigue cl-dessus. 
On peut egalement rechercher les anticorps NANB du s6rum a 
tester par add ition d'Ag correspondant couple a un traceur. Si 
I'Ag conjugue se fixe, c f est que l f anticorps correspondant 
etait present dans le serum. 

De preference, 1' incubation du rSactif avec le serum a tester 
et avec les preparations d'Ag ou d 9 anticorps couple au traceur 
est eff ectuee de preference a pH alcalin (par example a pH de 7 
a 9) , en laissant incuber pendant 1 a 48 heures, a temperature 
compr ise entre 5- et 50°C environ. 

General ement la quantlte d" antigSne ou d f anticorps fix€e sur 
une unite de reactif (par exemple une bille de polystyrene) est 
la suivante: 

anticorps : de 1 a 20yg, par exemple 10yg environ; 
antigSne : de 0,1 a 10yg, par exemple lyg environ. 
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Le traceur est on traceur radioactif ou enzymatique. 

ft 

■ 

Le traceur peut Stre un traceur radioactif obtenu par exemple 
par fichange isotopigue avec un isotope radioactif tel que I 
125. . 

Le couplage des anticorps ou des antigSnes avec un agent 
traceur radioactif est connu en soi et peut Stre realise par 
exemple selon la methods dScrite par GREENWOOD. 

La radioactivity Sventuellement prSsente sur le r€actif de 
1* invention aprSs realisation du test est SvaluSe selon les 
m6thodes usuelles 3. I'aide d'un compteur approprie (compteur 
gamma f ou 3 scintillation) . 

Le couplage des anticorps ou Ag avec un traceur enzymatique est 
connu en soi et' peut Stre realise par exemple selon une methode 
analogue k celle dficrite par NAKANE, Journal Histochemistry 
Cytochemistry , 22: 1984*1991 (1974) qui consiste 1 fixer 
I 1 enzyme sur des molecules d'IgG supports de la fonction Ac. 
L v enzyme est par exemple une peroxydase ou une phosphatase 
ale aline. L f activity enzymatique Sventuellement prSsente sur le 
r&actlf aprSs realisation d 9 un test peut Stre dSterminSe selon 
les mfithodes connues avec un substrat appropriS permettant par 
exemple une revelation par color ImStr le , par fluorescence, par 
luminescence, par pot antiome trie, etc,.. 

I. R5act if 3 utilisant le systfime Ag NANBs . 

1°. InterSts: 

Cet Ag est sp£ciflque de l'enveloppe du virus NANB. Le virus 
NANB plus frequent est designe par NANB1, et la description qui 
suit conceme plus particullSrement ce virus, pour simplifier. 
II est bien entendu que l'antigdne de surface de tout virus 

* 

apparente donnant une reaction d'lmmunite croisee avec le virus 
NANB1 est egalement utilisable. 
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Cet Ag de surface apparalt dans le sfirum des sujets infect§s 
par le virus NANB 2 3 4 semalnes aprSs une transfusion, ou une. 
piqflre accidentalle. II prScSde 1'SlSvation des transaminases 
quand elle se produit de 1 & 8 semaines parfois plus. II persiste 
p end ant toute la durSe de leur SISvation et souvent aprSs 
qu'elles soient revenues & la ncrmale. Sa pr§sence est un signe 
de virfimie NANB et done d 1 inf ectivi tS . 

Sa mise en . evidence traduit done la presence du virus NANB <3ang 
le foie et le sSrum, et 1 • inf ectivitS du sang de la personne 
porteuse qui est done capable so it de transmettre une hSpatite 
en donnant son sang, soit de la coimmaniquer lors de ses contacts 
intimes. 

Dans les hSpatites chronigues r l f Ag NANBs est prSsent de fagon 
persistante. 

Cet Ag pent Stre masquS dans certaines conditions sous forme de 
complexes antigftne-anticorps r et l"on peut dfitecter les anticorps 
anti-NANBs chez certains sujets malades. Leur apparition est 
signe d* amelioration clinique, ma is peut Stre pas de fagon 
immfidiate signe de gufirison. 

Certains sujets peuvent Stre porteurs de complexes Ag/Ac 
SANBs/anti-NANBs en exc§s d'Ac, qui seuls soht alors dStectfis. 
Ces sujets sont tou jours infectieux* 

L ■ administration d'Ag NANBs A des animaux y compris l'homme, 
provoque chez ceux-ci le dSveloppement d'une rfiponse anticorps. 
One telle administration permet soit d f obtenir des anticorps 
correspondants, soit de rSaliser une vaccination contre 1' hSpa- 
tite NANB. 

2°. Realisation d'un dosage radioimmunologique en phase solide 
de type sandwich pour la dStection de I'Ag NANBs. 
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a} purification de l'Ag NANBs: 

On rappelle que l'Ag NANBs presents las caractSristiques 



- DensitS s entre 1,20 et l,30g/ml en solution de chlorure de 
cesium, et entre 1,15 et l,25g/ml en solution de saccharose; 

- migration Slectrophorfitique dans la zone des a-B-globulines ; 

- il est assoclfi en paxticulier a des particules d* allure 
virales dont les plus caractSristiques ont des tallies variant 
de 10 a 45xim de diametre, le virion complet apparaissant comme 
une sphere a double enveloppe de 3S a 45nm; 

- lorsqu'il est administrfi a un animal ayant un systSme immu- 
nitaire, il provoqua la formation d' antlcorps avec lesquels 11 
donne une reaction de precipitation, ledit antlcorps fitant en 
outre capable d'agrSger et/ou de prficipiter lesdites particules 
virales completes a double enveloppe contenant une nuclSocap- 
side, ayant des dimensions de 3S-4Snm environ, ledit antlcorps 
fitant figalement capable de provoquer, lorsqu'il est couplfi avec 
un agent de fluorescence, une fluorescence cytoplasmique et/ou 
membranaire dans des coupes de tissu de foie provenant de 
sujets attaints d' hepatite NANB; ledit antlcorps n* fitant 
capable ni d'agrfiger ou de prficipiter lea particules complStes 
du virus de 1» hepatite B, ni de provoquer une fluorescence 
cytoplasmique et/ou membranaire dans des tissus de foie de 
sujets attaints d 1 hepatite B. 



L f utilisation d'un fichantillon d'anticorps anti-NANBs permet de 
sfilectionner facilement les sfirums contenant l'Ag NANBs, ceux- 
ci pouvant servir a leur tour a 1 • identification des sfirums 
contenant l'Ac anti-NANBs. 



Pour purifier l'Ag NANBs, on sSlectionne des sfirums on des 
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pla sm as dans lesquels on a rep§rS, selon les mfithodes classigues 
telles que les reactions d' immunodiffusion, de contre-eiectro- 
phorSse, d' inhibition de 1 1 immunofluorescence, ou de radio- 
immunologic, la presence d'antigfine HMIBs, et on pur if is ledit 
antigSne selon les methodes classlques de purification des 
pro t Sines. 

Cette purification peut Stre ef f ectufie en utilisant par exemple 
au moins une des methodes suivantes: 

- chromatographic d'af finite, 

- ultracentr if uga tion , par exemple en gradient de saccharose ou 
de cesium; . 

- chromatographic sur gel, en particulier sur hSparinogel 

- precipitation fractionnfie S. 1'aide d'un agent precipitant tel 
que les polyols, par exemple le polyCthylSneglycol, ou tel 

que le sulfate d 1 ammonium, 

• ultrafiltration 3, I'aide d'une membrane dont la dimension des 
pores est telle qu'elle retlent les molecules ayant un poids 
moieculaire supfirieur a 30.000. 

L" antigSne NAHBs etant parfois present sous forme d 1 immunocom- 
plexes, 11 est alors avantageux de dissocier lesdits complexes 
soit avant l» operation de purification soit en purifiant dans 
des conditions assurant cette dissociation (par exemple 3. pH 
suffisamment acide ou suf f isamment alcalln) . 

Sour purifier 1 1 antigSne par chroma tographie d'af finite, on 
peut par exemple proceder £ une chroma tographie sur tin sup p o rt , 
de preference poreux, dont la surface est tapissee d'un revete- 
ment de molecules anticorps anti-NANBs reliees au support par 
1 ' in termed 1 a ire d'un agent de couplage. Le support est par 
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exemple constituS par du SSpharose. L' agent de couplage est par 
exemple* un halogenure de cyanogSne. On dispose 1 • lamrunoabsorbant 
dans une colonne, on applique 3l cette colonne une solution de 

* 

1'antigSne 4 purifier, on lave avec un tampon. On Slue ensulte 
1'antigSne, un agent dissociant la liaison antigSne-anticorps : 
par exemple avec une solution tampon £ pH acide ou au contra JLre 
alcalin, car ces pH extremes entrain en t une dissociation de la 
liaison exxtre Ag et Ac. On collecte des fractions dans lesquelles 
on repdre la presence de protSines par metfure de la density 
optigue & 280nm, et la presence de 1'antigSne NANBs est dStec- 
t6e dans les fractions, par les reactions sSrologigues avec 
l'Ac anti-NANBs:CEP (contre-eiectrophorSse) , et/ou inhibition 
de 1 * immunofluorescence et de la radiolmmunopr£clpitation. 

Pour mettre en oeuvre une purification par ultracentrif ugation , 
on pr Spare un gradient d'une solution d f un agent tel que le 
sucrose ou le chlorure de cesium, on depose la solution 3 
purifier sur ledit gradient et I'on procSde & une ultracentri- 
f ugation. On recueille les fractions dans celles correspondant 
& une denslte de 1,20 i 1,30 en CsCl et 1,15-1,25 en sucrose on 
retrouve en sSro-logie l f Ag KANBs. 

Four reallser une purification par chroma to graphie sur gel, on 
dispose dans une colonne un gel de matSriau hydrophile poreux, 
on applique sur la colonne une fraction contanant l*antlg3ne i 
purifier et l*on Slue I'antigSne. On opdre de preference en 
milieu alcalin, qui a un eff et dissociant et qui permet done de 
rScupSrer I'Ag NftHBs present sous forme d ■ immunocomplexes 1 

On collecte des fractions dans lesquelles on repSre la presence 
de protSines par mesure de la densite optlque & 280nm. L'anti- 
gfine NANBs est dStectS dans ces fractions, par les reactions 
sSrologiques indiquees prScSd eminent. 

De preference, pour mettre en oeuvre toutes les mfithodes de 
purification, on utilise comrne produit de depart un serum ou un 

f OMP? 
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plasma dSfibrinS et concentrS, par exemple de 2 3 10 fois. La 
concentration peut Stre rSalisSe par exemple par prScipitation 
des protSines, notamment au polyfithylfineglycol ou au sulfate 
d* ammonium et r edls solution dans une solution aqueuse tam- 
ponnfie. On determine de fagon simple la quantitS d 9 agent 
prScipitant nficessaire, par exemple sulfate d r ammonium a 60%. 

Toutes les mfithodes rappelSes ci-dessus pour la purification de 
1'Ag NANBs peuvent &tre utilisfies Sgalement pour la purifica- 
tion des Ag NANBc et KAHBe, avec les adaptations nficessaires. 

b) preparation d ' anticorps anti-NANBs* 

L'Ag purifiS obtenu au paragraphe prficfident sert a immuniser 
des a nim a u x qui permettent d'obtenir des anticorps anti-NANBs 
spficif iques • 

Pour cela on administre A un animal une preparation d f antigSne 
SKNBs purififie telle que dficrite ci-dessus en combinaison avec 
de l f adjuvant de FSEUND complet ou avec tout autre adjuvant. On 
effectne au Tnnlnfl une administration et de preference plusieurs. 
Le sang de 1* animal est prfilevfi au moment du taux optimum des 
Ac voulus, au bout de 1 A 4 mois par exemple, et on pr§l&ve le 
sang dont on recueille le s£rum. On s' assure que ce serum ne 
contient pas d f anticorps anti-pro tfiines humaines normales. En 
1 ranrmo dif fusion le s6rum obtenu donnera une ligne de prSclpi- . 
tation avec un sfirum d'origlne humaine contenant de 1 ' antigSne 
HANBs. 

L'Ac anti-NANBs peut Stre purifiS et isolfi, selon les mfithodes 
connues de purification et d'isolement des gammaglobulins 
telles que les fractionnements A I'Sthanol au sulfate d'ammo- 
nium ou au Rivanol. 

Les anticorps NANBs contenus dans les gammaglobulines spScifi- 
ques prSpar£es r et dont la presence peut Stre confirmee par les 
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diffSrents tests d'immuno-fluorescence, de CEP ou de DRI, sont 
capables d'agrSger les particules virales NANB, y compris les 
virions complets associSes SL une activite ADN polymerase comme 
on peut le dfimontrer en faisant prScipiter les virions complets 
marqufis par des nucl So tides radioactifs. 

# 

c) preparation du traceur. 

A partir des anticorps anti-NANBs , ceux-ci sont couples 
soit avec un traceur radioactif, par exemple Sl l'iode 125 pour 
obtenir un dosage radio immuno log iqpie , soit avec un traceur 
enzymatique , par exemple avec la peroxydase pour obtenir un 
test izmxnxno-enzymatique. 

Realisation du test. 



Celui-ci est fait de maniSre analogue au test pour I'Ag NANBe. 
H. Realisation d'un test pour les Ac anti-NANBc . 

L'Ag NANBc peut Stre purififi a partir du foie ou du serum. L'Ag 
NANBc purifiS va pezmettre de servir de base £ la realisation 
d'un test pour 1' anti-NANBc par exemple par un DRI selon une 
methode de competition. Le test d 9 immunofluorescence indirecte 
en utilisant divers substrats provenant de divers ftalades et en 
testant des cas d 9 hepatite NANB de di verses origines a permis 
de montrer qu'il existe des variations d v Ag NANBc selon la 
souche du virus NANB en cause. 

Deux principaux types d'Ag NANBc ont pu Stre a ce jour identi- 
fies, lis se comport ent de mani&re analogue et les methodes 
d v extraction sont identiques pour les* 2 types principaux de 
virus NANB identifies £ ce jour, dSsignSs par convention NANB1 
et NANB2. 

En immunofluorescence indirecte/ utilisant comme substrat des 
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coupes de foies infectSs par ua virus NANB (par exemple par le* 
virus NANB1 ou NANB2) on dStecte chez une population normale 
de donneurs de sang environ 10% d' anticorps anti-NANBcl et 5% 
d'anticorps anti-HANBc2. 

Avec la sensibilitfi du dosage radio-immunologique pour les 
anti-N»HBc, on obtient un grand noxnbre de sujets sains chez qui 
on trouve des anticorps anti-KAHBd ou 2 traduisant qu'lls ont 
St§ un moment donnS de leur vie en contact avec ce virus et se 
sont Immuni ses sans faire de maladie. 

An total une minoritS de tous ces donneurs de sang, soit 2 a 
4%, presente des anomalies dfitectables de la biologie hfipatigue 
sous forme de tra n s amin ases et/ou gamma GT au dessus de 2 fois 
la valeur-seuil de la normale. 

Les anticorps anti-NAHBc apparaissent a la phase aiguS de la 
maladie des le dehut de la montee des transaminases (en m&ne 
temps gu'apparalt l'antigene NANBe) et ils persistent pendant 
touts la durfie de la maladie et aussi pendant la convalescence 
et restent presents plusieurs annees apres la maladie. 11 n'est 
done pas douteux, vue la frequence des expositions au virus 
HMSB an cours de la vie, qu'une proportion relativement impor- 
tante de la population ait des anticorps. 

1(6 titre des anticorps est mn a la phase aiguS de la 
maladie et si celle-ci guerit leur taux decrolt. 

* 

Avec une mfithode peu sensible telle que 1' immunofluorescence 
in d lr ecte, on garde une bonne valeur diagnostique r la prSsence 
des anticorps anti-NMIBc traduisant une maladie en cours 
d'Svolution ou Stant en train de s'amSliorer. 

Grace & l 1 immunofluorescence indirecte, on a retrouvfi pour les 
virus NANB ce qui est connu pour les autres virus e'est-a-dire 
que la classe d • immunoglobulines qui supporte 1'actlvitS 
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anticorps au debut de la maladie est representee par des 
immunoglobulines ZgM, puis lorsque la maladie s'arrSte et que 
le .virus n'est plus produit, les anticorps IgM sont remplacSs 
par des anticorps excluslvement IgG. 

La mise en Evidence d r anticorps anti-NANBc de classe IgM prend 
done un interSt diagnostique essential puisgue ceux-ci vont 
traduire une Infection en cours devolution. Si on se content e 
de rechercher les anti-NANBc IgM ceux-ci ne sont plus presents 
que chez & peu prSs 4 3 5% des donneurs de sang* Au cours des 
hepatites aigues, les anti-NAXBc IgM ne persistent pas apr&s la 
normalisation des transaminases dans la majoritS des cas. Au 
cours des hepatites chroniques par contre f 1' anti-NANBc IgM 
persiste. La valeur diagnostigue est done considerable. 

On a Sgalement trouvfi une relation quantitative entre la 
prfisence d * anti-NANBc & un titre eieve sup&rleur & 200 en DRI 
et une infection aiguS ou chronique tou jours en Evolution, En 
immunofluorescence indirecte, un titre super ieur ou Sgal au 
40§me traduit tou jours que le virus se rSplique et done que le 
malade sera contagleux. En dosage radio-immunologique un titre 
supfirieur au SOOSme traduit la replication viral e NANB actuelle 
ou persistants et s 1 accoxnpagne tou jours d 1 anti-NANBc IgM. 

Pour atteindre le but recherche dans le diagnostic qui est de 
d&nontrer soit la presence du virus, c'est-4-dire son rOle 
dans une hepatite aigufi ou chronique et aussi d'autres syndro- 
mes comme nous 1 9 avons vu, soit 1 ' inf ectivite d'un sujet, en 
particulier celle d'un donneur de sang risquant de transmettre 
une hepatite NANB, on a deux possibilitSs: soit mettre en 
evidence des anti-NANBc IgM, soit titrer les anti-NANBc totaux 
detectes et admettre que tous les titres super ieurs au 200eme 
et en tous cas 3, partir du SOOSme correspondent a une replica- 
tion du virus NANB. 

L'objectif final Stant d 9 avoir un test unique pour le repSrage 
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iannfidiat de tous les flacons de sang potentiellement inf ec- 
tieux, on peut r§aliser un test oil stir un support solide 
seront fixes d'une part l'Ag HBc penaettant de dfitecter des 
anti-HBc et a in si des sujets infectieux pour le virus HB et 
d' autre part des Ag. NANBc 1 et 2 pour reperer les 2 principales 
classes de virus HANBc. La quantity de traceur anti-NANBc est 
calculee pour obtenir la sensibilite" voulue correspondant au 
seuil recherche. On a ainsi un test polyvalent qui en lSre 
intention repSre tous les virus de la famille de 1' hepatite 
responsables d' hepatites post transf usionnelles . Dans un 23me 
tenuis, on peut faire une analyse plus fine en separant les cas 
anti-HBc-posltifs qui sont dus au VHB des autres cas. II ne faut 
pas non plus mficonnaltre 1* existence d' infections doubles. 

Pour la realisation d'un test susceptible de reperer la classe 
IgM des anticorps anti-capsidiques du VHB et des virus NANB l 
et 2 on fixe sur le support solide, par example une bille de 
polystyrene des anticorps anti-IgM humaines d* origins animals 
(par exemple de mouton, lapin ou autres) . Cette bille va done 
representer un piege pour toutes les IgM des serums humains. Si 
on incube une telle bille avec un serum, elle fixe les IgM 
circulants. Dans un 25me temps, on rajoute aprSs lavage une 
quantitS fixes d' antigens en 1* occurence soit de l'Ag HHJBcl, 
HMffic2 ou HBc ou un de leurs mfilanges* le tout en dilution dans 
du serum humain normal. AprSs incubation de 16 a 24 heures a la 
temperature ambiante on lave. S'il y avait des IgM qui ont une 
activite anticorps contre l'Ag considers, il"y a eu attachment 
de l'Ag que l'on avait rajoutS. II rests alors a le reveler par 
addition d'un marqueur approprie, e'est-a-dire un anticorps 
anti-HAHBc 1, anti-NANBc2 , ou anti-HBc, ou un melange de ces 
anticorps, couple a un traceur radioactif ou a un traceur 
enzymatique (par exemple le peroxydase, qui ensuite donne une 
reaction color ee lorsqu'elle est oxydee avec le periodate) et 
salon le cas on compte la radioactivite dans un compteur de 
radiation ou on apprecie la positivitS par la reaction colorSe 
a l'aide d'un pnotometre qui la quant if ie. 
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On peut Sgalement • dStecter des Ac anti-NANBc, avec un support 
• sur lequel est flxS de l'Ag NANBc purifiS, selon les mSthodes 
j (sandwich ou competition) dScrites ci-dessus. 

* 

* * 

II est possible de rfialiser des tests specif iques pour chacun 
des Ag NANBcl et NANBc2 mais il paralt plus logique d'envisager 
la realisation d'un test unique pour les deux plus frSquentes 
infections 3 virus NANB. Pour cela on utilise un melange des 
j deux Ag (NANBc 1 + NANBc2) , fixe sur un support solide par mise 

en contact dans un tampon phosphate pendant une nuit a 4°c. 
AprSs sfichage et lavage , les sites Sventuellement disponibles 
sur le support sont ensuite saturfis avec une solution protfiique 
telle que 1 • hfenoglobuline ou I'albumine bovine. Le rfiactif 
constituS par le support ainsi enduit d'Ag va servir a la 
realisation d f un test, par exemple selon la mfithode de compe- 
tition. II est incube par exemple avec 200yl de serum a tester 
pendant lh a 37°C. Apr 6s lavage on fait agir les Ac correspon- 
dants couples au traceur, par exemple les Ac anti-NANBc radio- 
actifs. La fixation maximum de ces Ac traduit la liber tS des 
sites NANBc sur le support et done que le serum etudie ne 
contenait pas d'Ac anti-NANBc* Inversement, si on observe une 
reduction de plus da 50% du nombre de coups/minute de radioac- 
tivite par rapport a un t6moin f e'est que le serum etudie 
contenait l'Ac anti-NANBc qui s'est fixB sur le support, muni 
d'antigfine en rendant celui-ci inaccessible aux anticorps 
radioactif s ulterieurement mis A son contact. 

111 * Detection des infections hepatlcrues a vims NANB 

ou analo gues a l y aide de l'Ag NANBe ou de l'Ac anti-NANBe . 

L' inter St d'un tel systeme provient du fait que l'Ag NANBe est 
l'Ag le plus profond des virus. C'est un Ag de groupe conmrun 
aux membres de la famille des virus d» hepatite qu'ils soient B 
ou NANBe. Une etude des hepatites post transfusionnelles , dans 
6. centres differents : Lyon, Paris, Londres, Hannovre, Kiel, 
New-York, a rSvSlS que la frequence de la detection de l'Ag 
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NANBe au cours des hepatites post transfusionnelles variait de 
60 a 100 % des cas avec une moyenne autour de 80 %. Compte tenu 
que la methode utilisee etait peu sensible (immunodiffusion) 
cela signifie que le systeme Ag/Ac NANBe utilise est quasi 
constant dans les hepatites NANB post transfusionnelles. Ceci 
Stait d'autant plus surprenant que l»on pouvait s'attendre a 
des variations Spidemiologiques dans des souches de virus NANB 
distinctes vu las regions tares differentes. II est en effet 
quasi dSmontrS qu'il exists plusieurs types d f hepatites NANB. 

Le fait que des virus de 1' hepatite NANB distincts n'entrainent 
pas d'immunitS croisSe a conduit 1 penser que leurs antigSnes 
d ' enveloppe Staient differents mais pouvaient appartenir I la 
meme famille de virus ayant en common le meme Ag NANBe. Ce 
phSnomfine a StS dSmontrS pour le virus NANB, le virus HB ainsi 
que pour un virus de 1 'hepatite d'une autre espece animale, 
celui de la marmotte puisque pour les 3 virus on peut mettre en 
evidence Ag HBe^ ou une reaction croisSe avec HBe. . Cette 
hypothese de 1' existence de plusieurs virus NANB possSdant un 
meme antigSne de groups NANBe a Stfi confirmee lorsque des 
inoculums entralnant des hSpatites NANB d • incubations trSs 
differentes et s • accompagnant de ISsions ultrastructurales et 
de particules distinctes en microscopie Slectronique (souches H 
et P de SH1M1ZU) ont StS inoculSes chez les chimpanzSs (SHUttZU, 
SCIENCE, 1980). L'Stude des serums des chimpanzSs ainsi inoculSs 
avec ces 2 souches de virus NANB distinctes a montre que l'Ag 
NANBe etait detectable chez les chlmpanzes infectes avec la 
souche P comma avec la souche H. La conclusion que l'Ag NANBe 
Stait un Ag de groupe de famille des virus de l» hepatite 
regroupant des virus de l'homme tel que le VHB, ou les virus 
NANB de souches differentes H et P et meme le virus de la 
marmotte .paralt done bien Stabile. 

Ceci conf Sre done un intfirSt exceptionnel I cet Ag NANBe 
pnisqu • 11 permet done a priori de diagnostiquer tous les virus 
appartenant-a ce meme groupe, meme des virus NANB ou autres 
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HSpa DNA virus non encore dficouverts ou non encore apoarus. 
L'intfirfit de 1 f antigenicite croisSe entre le virus H3e/3 du VHB 
et l'Ag NANBe du virus NANB n'est pas majeur pour le diagnostic 
des hepatites B puisqu'on dispose de trSs bons rSactifs spSci- 
fiques pour la reconnaissance des hfipatites a VHB. Par contre 
il n'en va pas de mSme dans le cas des hepatites NANB pour 
lesquelles aucun test diagnostique n'existait a ce jour. 

Les difficultes de la serologic NANB sont llees a 1' existence 
frSquente au cours des hSpatites NANB d'antigSnes qui ne sont 
pas d'origine virale mais lies 3 1'hOte et qui sont presents Z 
la phase aigue de la maladie et induisent des anticorps. Ces Ag 
peuvent se rencontrer dans une pathologie et dans des condi- 
tions distinctes de l f hepatite NANB et sont & l f origine de 
nombreuses fausses reactions car ce sont des constituants 
nonnaux qui peuvent s» observer dans de trSs nombreuses circons- 

* 

tances cliaiques avec atteintes du foie d'origines tres diverses. 

Ces phSnomSnes parasites expliquent qu* aucun test diagnostique 
reposant sur 1* utilisation d'Ac naturels sSlectionnes chez 
l'homme n'a pu constituer le point de depart d'un test satis- 
faisant jusqu'i ce jour. C'est done une caractfiristique essen- 
tielle de l f invention que de reposer sur l f utilisation d'Ag 
purifies et d'Ac animaux specif iques ou d 1 Ac -humains monoclonaux 
ou polyclonaux de spScificitS satis faisante pr6par6s par chroma- 
tographie d'af finite avec de l'Ag purifiS. 

Obtentio n des rfiactif s : Ag NANBe et Ac anti-NANBe nScessaires 
pour realised le test. 

La realisation d'un test specif ique pour l'Ag NANBe exige 
done 1) la purification de l'Ag NANBe; 2) 1 1 immunisation 
d* animaux afin d'obtenir des Ac spScifiques de titre SlevS et . 
d'af finite filevSe, 3) selection d'Ac monoclonaux ou polyclonaux 
mono specif iques. Grace a ces anticorps il est possible de 
realiser des tests de sensibilite variable croissante et speci- 
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figoe tels que 1' Immunodiffusion , la contrefilectrophorese et 
surtout le dosage radio immunologique (DRI) et Immunoenzyma- 
tique (ELIZA). 

Purification de T'A<r NANBe 

Deux mfithodes on St§ mises au point pour la purification de 
l'Ag NANBe s 



On prepare et purifie d'abord l'Ag NANBe a partir de foie 
infects par un virus NANB. Sur l'Ag NANBe ainsi purifie on fait 
agir un agent detergent fort, e'est-a-dire un detergent ionique* 
en particulier anionique , tel que le SDS. On opSre gSnSralement 
en presence d'un rSducteur tel que le dimorcaptoethanol pour 
libSrer l'Ag NANBe. Cat Ag est alors utilise pour ianraniser des 
animaux, par exemple des lapins pour obtenir des Ac anti-NANBe 
qui rSagissent en immunofluorescence pour dStecter l'Ag NANBe 
dans le noyau des hSpatocytes infectSs, ce qui confirme leur 



dStecter l'Ag NANBe dans le serum par Immunodiffusion et 
contreSlectrophorese. Cet Ac purifie sert egalement de base a 
la realisation du rSactif salon 1* invention permettant d'effec- 
tuer un test de DRI dit en sandwich ou bien un test immune enzy- 
matique qui sera dStaillS plus loin. 



L'Ag NANBe sSrique peut egalement etre purifie par chromato- 
graphie d' absorption. On a dficouvert que l'Ag NANBe avait en 
particulier une af finite elective pour 1'heparinogel. Cela a 
servi de base a la mise au point d'une purification selon ce 
principe : dans un ler temps, le serum contenant l'Ag NANBe est 
applique sur une colonne d • beparinogel , oil 11 se fixe et on 
constate que l'Ag NANBe est retenu sur la colonne ; dans un 
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2Sme temps on realise l'eiution et on recueille les fractions 
NANBe positives. 

Immunisation des animaux (lap ins, cobayes) 

* 

On opSre par exemple par injections, faites en de multiples 

* * 

sites a chaque lapin de 300 ug de solution antigenique titrant 
1/16 en CEP, aprds melange avec de 1' adjuvant complet de 
FBEUND pour les 2 femes injections et pour les suivantes,' & 1 
mois d'intervalle, avec de 1* adjuvant incamplet. 

Obtention d'immuns serums monospecificrues 

Selon une premidre technique, on laisse incuber 2h i 37°C (ou 
24b & +4°C) les immuns serums bbtenus sur du serum humain 
normal, polymerise par traitement & la glutar aldehyde et sur du 
b roya t de foie humain normal figalement insolublllse par la 
glutar aldehyde. On rSp&te 1 'operation jusqu'a disparition de 
toute rSactivitfi contre des serums ou extraits de foie normaux. 
Seule subsists alors 1'activitS anti-NANBe. 

* 

Une autre voie d* obtention d'Ac monospecifique sera la prepa- 
ration d'Ac monoclonaux selon la technique des hybridomes. 

Une quatri&me possibilitS consiste & rSaliser une absorption 
selective des Ac anti-NANBe par chramatographie d'af finite 
sur un support revStu d'Ag NANBe puriflfi, selon les methodes 
connues. 

Realisation du test pour l.'Ag et l'Ac NANBe 

Ce systfime precipitant peut fitre detects notamment pour : 

- immunodiffusion (ID) 

- contreeiectrophorSse (CEP) 
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- dosage radio innminologique (DRI) 

D'autres methodes classiques de sfirologie peuvent Stre employees 
grace aux Ag purif ifis et Ac monospScif iques qui ont StS prepa- 
res, en particulier les tests d'hfinagglutination, ou bien les 
dosages innnunoenzymatiques • 

Avec le rfiactlf de 1' invention, en fixant sur un support de 
I'Ag NANBe (ou de l'anticorps-anti-NAHBe) il sera possible de 
dfitecter l'Ac anti-HANBe (ou de l f Ag NANBe) selon les methodes 
de sandwich ou de competition dScrites ci-dessus. 

IV. Cas particulier de la detection des donneurs de 

sang susceptibles de -transmettre un virus de 1* hepatite NANB , 

mals au ssi tout autre virus apparente Hepa-DNA virus « 

A. Comrn e indiqufi ci-dessus dans les gSnSralitSs il s'agit d'un 
problfime majeur par ses consequences en raison: 

1) de la frequence du portage de ces virus par environ 3 & 10% 
des donneurs de sang bSnfi voles, et une proportion allant 
jusqu'a 35% pour les donneurs remuneres et en pays d'end&nie. 

2) de la gravite potentielle des hepatites NANB post transfu- 
sionnelles dont 50% evoluent vers la chronicite avec finalement 
cirrhose du foie possible , et qui au total ont une morbidite et 
mortalite considerables. 

B. Une des caractBristiques de 1 f invention est d f avoir precise 
la possibilite de dBpister les donneurs infectieux asymptoma- 
tiques par plusieurs tests s6rologiques specif iques permettant 
la detection de l'Ag NANBs, de I'Ag NANBe, et des Ac anti- 
NANBc/1 et 2, chacun des tests ayant son interSt propre. 

C» Une deuxiSme caracteristique de cette decouverte est la 
caracterisation de la biologie et de la virologie des virus 
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8-mercaptoSthanol et 0,1% en SDS, on laisse incuber pendant 
2hl/2 a 37°C, puis on dialyse pendant 20 heures a +4°C centre 
du tampon PBS. 

On obtient une fraction riche en Ag NANBe qui peut Stre utili- 
sSe par exemple pour immuniser des lapins . Poor cela on le 
f litre sur membrane mllllpore stSrila 0,22 micron prSalablement 
saturSe par le sSrum de lapln normal . 

EXEMPLE 6 

ProcSdS de purification de l'antigSne NANBs en partant 
de la propriStS antlgSnicme croisSe faible avec L'A<t HBs. 

Comrne indiquS ci-dessus, il exlste une antigSnicitS croisSe 
notable entre les virus NANB et HB en ce qui concerne les 
Ag profonds : e et c. XI exlste Sgalement une faible anti- 
gSnicitS croisSe non detectable par les rSactifs commerciaux y 
compris les DRZ au niveau des Ag d'enveloppe des virus. Cette 
rSgle qui s v observe pour les virus de I'hSpatite de la maxmotte 
et le VHB est Sgalement vraie pour les virus NANB. Bien que 
faible, la rSactivitS croisSe peut servir.a une mSthode de 
prSparation de l'Ag NANBs. 

On part de plasmas d'Ag HBs de titre trSs SlevS supSrieur ou 

7 

Sgal & 10 en DRZ de sous-types ay et ad et positifs 3 l'Ag et 
HBe. Ensuite, on purifie ces 2 types d'Ag HBs par les mfithodes 
classiques telles que dScrites en "particulier dans Am.J.Ois. 
Children, 1972, p. 304. L'Ag HBs puriflS de sous-type ay est 
utillsS pour Immuniser des lapins selon le schSma d • immunisa- 
tion classique dSji prScltS. Dans un 2£me temps, on va stimuler 
les lapins qui auront dSveloppS des Ac anti-HBs (anti-ay) avec 
de I 1 HBs pur if IS ad. Le rSsultat est l'obtention d'Ac anti-a de 
titre SlevS. On s'est apergu qu'un certain nombre de ces Ac 
anti HBs anti-a de trSs haut titre 'Staient capables de rSagir, 
vis-a-vis des Ag NANBs en identltS partielle avec des Ac anti- 
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NANBs cf schema- Ceci montre qu'il y a une parents entre la 
spScificite a de l'Ag HBs et l'Ag NANBs. Les anticorps anti-a, 
ainsi seiectionnes, vont Stre utilises pour rSaliser un grand 
nombre d'arcs de precipitation en contre-SlectrophorSse class i- 
qae sur plaque avec des Ag NANBs seiectlonnes coznzne pr£c$dem- 
ment indique, et bien sQr negatifs pour l'Ag HBs. Les plagues 
de gfilose de la contre-SlectrophorSse sont lav€es en tampon PBS 
puis dans de l'eau dlstlllSe en finale* Les Ugnes de precipi- 
tation sont dScoupfies au scapel et un grand nombre sont rSunies, 
homogfinfiXsfies et mSlangSes 1 de 1* adjuvant de FREOND. Ce melange 
Ag NANBs, Ac de lapln anti-HBs/anti-a va Stre utilise pour 
lnBixunlser les lapins qui rfiaglront contra le seul Ag NANBs car 
les lapins ne rSagissent pas contre leurs propres gammaglobuliires . 
AprSs simulation adequate des lapins, on rSussit & obtenlr che2 
cert ains d* entre eux une rSponse anti-NANBs qui n v est plus antl 
HBs. Ces Ac sont repris aprSs purification sur DEAE cellulose 
des XgG pour rftaliser une chromatographic d'af finite et celle- 
ci permet a partlr de fractions Ag NANBs de purifier cet Ag 
selon les procSdSs dSja dficrits. Le nouvel Ag NANBs de purete 
accrue alnsi prSparS est a nouveau utilise pour immunlser les 
lapins qui serviront de source d 9 Ac anti-NANBs de plus grande 
. purete et de haute af finite y compris grace a la selection de 
fractions Ac de class e Igfci qui sont particuliSrement utiles 
dans la realisation de tests senslbles visant a detecter l'Ag 
NANBs en DRI* 

L'Ag NANBs le plus purifiS peut Sgalement Stre utilise pour 
preparer des Ac monoclonaux anti-NANBs par immunisation de 
sourls puis fusion des lymphocytes spienlques avec des lympho- 
cytes mySlomateuac selon la technique des hybridomes dScrlte par 
HXLSTEZN et ses collaborateurs. La faculte de produire les Ac 
anti-NANBs par les clones cellulalres. qui seront seiectlonnes 
est faite par les tests d ' imrauno-f luorescence indlrecte sur des 
substrats de foie Ag NANBs ou bien par contre-eiectrophorese ou 
precipitation DRI (avec des Ag NANBs et billes a l'Ag anti- 
NANBs) • - - 
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La mSthode d§crite ici pour l'Ag NANBs peut Stre Sgalement 
utilis£e pour la purification des Ag NANBe en partant de la 
rSactivitS croisfie avec l'Ag HBe/3 et aussi pour l'Ag NANBc en 
partant de la reaction crolsSe avec HBC. Dans ces 2 cas on peut 
dSja directement partir d'Ac-anti HBe/3par exemple pour f aire 
una premiere chroma tographie d'af finite, sur un support couple 
aux antl HBe/3, permettant d'obtenlr des fractions concentrSes 
d'Ag NANBe. 

En immunisant des lapins avec de l'Ag HBe/3 les AC de lapins 
anti HBe/3 s erven t a preparer des lignes de precipitation avec 
Ag NANBe/ avec lesguelles on iimnunisera des lapins neufs et 
restimulera des lapins anti -HBe/3 • 

On peut aussi utiliser ces modules naturels d' hepatite virale 
tels que ceux du chimpanze et de la marmotte en simplifiant les 
purifications car on travaille en systfime homoioguS. 

1) On part de serum Ag HBs de chimpanze ay et ad.Le serum non 
purifie sert & hyper immuaiser de 1' adjuvant 1* animal qui fera 
des Ac anti HBs/anti-a. 

2) Les lignes de precipitation antl-a/Ag NANBs (ou toute autre 
preparation d'Ag NANBs purifie) servant £ stimuler l f animal. On 
obtient ainsl des Ac anti -NANBs. Pour le cHimpanz£ on peut 
restimuler avec de l*Ag NANBs de chinxpanzS obtenu en transmet- 
tant du virus NANB a un animal ou en utillsant tout plasma de 
chimpanzS Ag NANBs detects chez des aniznaux naturellement *ou 

. experimental ement infectSs par le virus NANB. 

On peut faire la mSme operation avec l'Ag HBE/3 pour aboutir £ 
des Ac anti-NANBe . 

Enfin au lieu d 'utiliser le chimpanz£ on peut utiliser la 
marmotte, Sgalement naturellement infectee avec un virus WHV 
apparente aux virus B et NANB et ayant aussi des Ag e,c,s qui 
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croisent dans les mSmes proportions. 

Des mannottes sont hyperlnattunisfies en Ac anti-WHs ou Ac anti- 
^He avec des Ag WHs et WHe purifies & partir de serum de 
mannottes. On st imul e ensuite la formation d'Ac contra le 
determinant commun entre le virus WHV et NANB par les artifices 
dScrits ci-dessus pour les Ag e, s ou c. 

* 

* 

EXEMPLE . 7 



L* invention a €galement pour objet la preparation d'Ac monoclo- 
naux contre les determinants communs aux Ag de surface des 
virus NANB et HB, en utilisant la propri§t§ d * antigenicity 
croisfie avec les Ag correspondants du VHB. 

Le protocole general suivi peut Stre celui de la preparation de 
tous les Ac monoclonaux ; voir par exemple "Monoclonal antibodies, 
Hybridamas : New dim en sion of biological analysis Kenneth 
Hotoert, MAC— KEARN Thomas, BOCH Tol. K. , Plenum Press , New York, 
London, 1980, p. 3 £ 30. 

On stimule un anim al successivement avec les Ags des virus de 
1" hSpatite B et NANB, on verifie que 1* animal a bien d6velopp6 
des anticorps contre VHB et VHNANB, on stimule £ nouveau ledit 
animal pour injection d'un desdits Ags (par exemple Ag NANBs) , 
"puis, aprSs le temps nficessaire pour 1 1 elaboration de la 
rBponse anticorps, on recueille des lymphocytes dudit animal, 
les fuslonne avec una lignSe lymphocytaire myeiomateuse, 
r ft a l ise des cultures des hybrides obtenus, et seiectionne par 
clonage les hybrides produisant des anticorps a la f ois anti- 
HBs et anti-NANBs. 

On immunise une souris avec par exemple 5-15 microgrammes d'Ag 
. NMJBs partiellement purifie. 10 a 20 jours plus tard on stimule 
avec 5-15 microgrammes d 9 Ag HBs purifiB. 

* 

FEU1LLE DE REM PLACEMENT 
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On s 'assure 7-15 jours plus tard que la souris a bien dSveloppS 
des Ac anti-NANBs (verification faite par immunofluorescence 
sur une biopsie de f oie avec Ag NANBs cytoplasmique ou membra- 
naire ou bien par DRJ comme dficrit) mais aussi qu'elle a fait 
des Ac anti-HBs (verification faite en utilisant les reactif s 
commerciaux) . 

Une formation d f anti-HBs acc£l£r6e confirme bien qu'ii y a eu 
un effet de stimulation anamnestique vis-a-vis da determinants 
Agscommuns aux Ag de surface des virus HB et NANB. 

On fait alors une troisiSme Injection d'Ag NANBs. 48 heures 
plus tard on prfil&ve la rate des souris et recueille les 
lymphocytes . Ceux-ci sont fusibnnSs avec une lignSe lymphocy- 
talre mySlomateuse des souris, et des hybrides sont obtenus, de 
fagon connue. On realise des cultures dans des mlcroplaques de 
fagon connue, de ces Hybrides: Quand les cultures se sont bien 
Stabiles, on teste les surnageants de chaque pults de micropla- 
que pour la presence d v Ac anti-HBs (par r6ac*if commercial) 
et d'Ac anti-NANBs par immunofluorescence et/ou DRI. Les 
lymphocytes des pults produlsant des Ac £ la f ois anti-HBs et 
anti-NANBs sont alors clones de fagon connue. 

Les cultures sont. a nouveau propagSes. 

On s" assure, aprSs plusieurs repiquages si nficessalre, que l f on 
a bien obtenu : 

a) des Ac monoclonaux prdvenant d'un seul clone de cellule par 
exemple excluslvement de la meme classe d 1 immunoglobullne IgG 
ou IgH, 

o) que ce clone prodult bien des Ac 3 la fois anti-NANBs et 
anti-HBs. 

Les Ac sont dirlggs centre les determinants communs au VHB et 
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au virus NANB. 



des billes de polystyrSne, comme dficrit ci-dessus 

* 

Le rfiactif unique ainsi obteau permet de detecter aussi bien 
les Ags de virus HB que les Ags de virus NANB, de que les 



EXEMPLE 8 



Purification de l'Ag NANBs , . par chromatographie d' adsorption 



On selectionne des serums positifs en Ag NANBs que 1' on concen- 
tre par precipitation au sulfate d' ammonium a 60%. Apres 
dlalyse, la preparation concentres est chrematographiee sur une 
coionne contenant 200 ml d'heparine Ultragel IBP equilibree en 
tampon T x I voir exemple-4) , avec un Seoul ament lent de 0,2 
ml/minute. La coionne est alors lavSe avec 200 ml de T puis 
par 100 ml de T £ (conforme exemple 4). on Slue ensuite l'Ag 
NANBs avec un gradient de NaCl dans le tampon T, ontenu en 
ajoutant progressivement (0,5 ml/minute) une solution Tris 
0,05M ED-IA 0,01 M NaCl 2,SM dans un filacon de 300 ml de T . 

On recueilie des fractions de 10 ml, les gradients en NaCl, 
allant de 0,15m a 1,2M etant mesures au refractomStre d'ABBE. 
Les fractions sont dialysees contra du tampon TSA puis concen- 
trfies 3 1 ml par ultrafiltration (limite 10.000 daltons) . On 
recueilie les fractions positives en Ag NANBs, correspondant 
aux fractions 0,25-0,40M et 0,60-0,80M. Ces fractions a haute 
teneur en Ag NANBs sont suf f isamment concentrees pour devenir 
rfiactives dans le test de DRI pour l'Ag HBs, en raison de la 



La purification de l'Ag NANBs peut aussi etre effectuee 



comme 
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dScrit par KAPLAN, Vox Sanguinis, 1978, Vol. 35, p. 224-233 
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Revindications de brevet 



1. ProcedS de preparation d'antigSnes purifies de l f hepatite 
virale NANB, caractSrisfi par le fait que l'on sSlectionne des 
serums ou des extraits de foie dans lesquels on a reconnu la 
prSsence de virus NANB, que l'on procSde a une ultracentrifu- 
gation pour concentrer lesdits virus dans le culot de centri- 
fugation, que l'on recueille ledit culot et le traite par un 
dfitergent non ionique, que l'on laisse incuber pendant 1 a 24 
heures environ a temperature comprise entre 0 et 37°C, que l'on 
procSde a un fractioniiement pour isoler les fractions contenant 
de l'Ag NANBc purifie, puis que, si desire, on soumet lesdites 
fractions a 1' action d'un detergent ionique, laisse incuber 
pendant 1 heure a 24 heures environ a temperature de 0 a 37° C, 
et isole l'Ag NANBe. 

2. ProcfidS de preparation d'un antigSne purifie de I 1 hepatite 
virale NANB, caract§risfi par le fait que l'on sSlectionne des 
serums positifs pour l'Ag NANB desire (NANBe ou NANBs) , on 
filimine les particules virales Sventuelxement presences , par 
example par ultracentr ifugation f on eiimine les gammaglobulines 
selon les methodes connues, on concentre ledit Ag NANB, notam- 
ment par precipitation puis on chramatographie les fractions 
concentrees contenant l'Ag NANB desire sur tin support sur 
lequel est fixSe de l'heparine, on eiue avec une solution 
aqueuse de chlorure de sodium de concentration croissante, 
recueille les Sluats contenant l'Ag NANB desire, et eiimine les 
sels selon les methodes us ue lies. 

3. Proc6de de preparation d'antigSnes purifies de 1' hepatite 
virale NANB, caracterise par le fait que l f on hyper immunise des 
animaux avec une fraction purifiee en un antigSne de 1' hepa- 
tite B, que l'on utilise les gammaglobulines produites par les 

• 

animaux hyper immunises pour obtenir dies lignes de precipitation 
avec des serums contenant un antigSne NANB correspondant et 
exempts d' antigSne HB, et que l'on utilise les gammaglobulines 
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ayant donne" des lignes de precipitation pour realiser les 
supports de chroma tographie d'af finite qui permettront de fixer 
et purifier ledit antigSne NANB. 

4* RSactif permettant le diagnostic de 1'hSpatite viral e NANB 

* 

ou permettant de rfivSler le stade devolution de la maladie, 
caractSrisS par le fait qu'll comprend on support solide sur 
lequel est fixS au mollis un antigdne NANBc, NANBe ou NANBs 
et/ou au mo ins un anticorps spficifique anti -NANBc, anti-NANBe 
ou anti-NANBs • 

* 

5. RSactif selon la revendlcation 4, caractSrisS par le fait 
gu'il est const! tuS par un support solide sur lequel est fixS 
au mo ins un antigdne NANBc, NANBe ou NANBs. 

6. RSactif selon la revendlcation 5, caractSrisS par le fait 
qu'll contient, fixS sur le support solide, de 1* antigdne 
NANBc. 

7. RSactif selon l'une quelconque des . r evendicatlons 4 16, 
caractSrisS par le fait qu'll contient, fixS sur le support 
solide, de 1' antigdne NANBs* 

8* RSactif selon l'une quelconque des revendications 4 2 7, 
caractSrisS par le fait qu'il contient, fixfi sur le support 
solide, de l f antigdne NANBe* 

9. RSactif selon la revendlcation 5, caractSrisS par le fait 
que sur ledit s u ppor t sont fixSs des anticorps -anti- (gamma- 
globulines humaines) et que ledit antigdne est prSsentS sSpa- 
rfiment et peut dtre fixS par 1 9 intermSdlaire des anticorps 
correspondants du sSrum d tester s'ils sont prSsents. 

10. RSactif selon la revendlcation 9, caractSrisS par le fait 
que les anticorps anti- (gammaglobulines humaines) sont des 
anticorps anti-IgM humaines. 
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11. RSactif seloa la revendication 9, caractSrisS par le fait 
que les anticorps anti- (gammaglobulines humaines) sont des 
antlcorps anti-IgG humaines. 

12. RSactif selon la revendication 4, caractSrisS par le fait 
qu'il est constituS par un support solide sur leguel est fixS 
an inoins un anticorps spScifique anti-NANBc, anti-NANBe ou 
anti-NANBs . 

■ 

13. RSactif selon la revendication 4, caractSrisS par le fait 
qu'il contient, fixfi sur le support , de l 1 anticorps anti-NANBe, 
anti-NANBs, et de l'antigfine NANBc 

14. Application du rSactif selon l'une quelconque ^des revendi-- 
cations 4 a 8 et 12, caractSrisSe par le fait que l»on recher- 
che selon le cas, la prSsence d'un ou plusieurs antigSnes ou 
d'un ou plusieurs anticorps dans un sSrum a tester, a l'aide de 
ce rSactif, selon les techniques de "sandwich" et/ou selon les 
techniques de "competition". 

* 

15. Application du rSactif selon l'une quelconque des revendi- 
cations 9 a 11, caractSrisSe par le fait que l'on met en 
contact ledit rSactif avec un anticorps anti-NANB couplS a un 
traceur et que l'on dStermine, par una rSaction de rSvSlation, 
si I 9 anticorps couplS a un traceur s'est fixS sur le support, 
auquel cas les gammaglobulines du sSrum a tester contenaient 
des anticorps centre le m&ne antigSne que ledit anticorps 
couplS au traceur. 

Iff. Application du rSactif selon la revendication 13, caractS- 
risSe par le fait que I'on recherche la prSsence des antigSnes 
NMIBs et NANBe, et que l'on recherche en outre la prSsence de 
I 1 anticorps anti-NAHBc, selon la technique sandwich ou la 
technique de compStition, ces recherches Stant effectuSes l'une 
a l'aide d'un traceur radioactif , l'autre a l'aide d'un traceur 
enzymatique . 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

tnternetienaJ Application No PCT/FR 82/00060 



t CiAWWCATlOW OP SUBJ1CT MATTTJt (H — — rai daaeiflcatten eymbola apply, indicate ail) » 
Accenting to Imematfenel Patent Cteaetflcsttan (IPC) er to both National Oeaaiftcattoa and IPC 

Inta3 " : A 61 K 39/29; G 01 N 33/54 



IL niLU SIAJtCHID 



Mlnffntun Docuinantsilon Scorched * 



QeeaJAceoon Syeteoi 


CUeeincsbon Srmoote 


IntQ. 3 


A 61 K;G01N 



to tho Uttn^nm euch Oocurante ere Indodod In mo Holdo S ierc h id § 



14 



QtalUm of Document* l * wtth t ncTc i o ow» whom appropriate* of tho relevant 



it 



WO, A, 80/02598 (THE UNITED STATES OF AMERICA) 27 November 
1980, see page 2, line 1 to page 6, line 11 



Relevant to Cairo Mo. »• 



GB, A, 1105178 (ANDREAS LEMBKE et aL) 06 March 1968, see page 7, 
lines 10 to 68 



1-16 



1-16 



*A" docmnont dcflnJno tho ooncrej steto of the eft wMcti la not 



to bo of pojtteiosf 
doeufnoot but pubOahool on or after ttm iotametloojei 



*T" later document oufaftshod after tho international flHng data 
or priority date and not in eonffiet with tho aopBeatf on but 
cited to urtderetand tho princtoio or theory untftrtyttto the 



ftftno 

"U* document whtah my throw fttwbta on priority clai m (a) or 
which ia cited to eeteofteh tho pubflcarton data of another 

(eo apecmed) 



document refarrlno. to ao oral dl ad oaufo» uee> oa hibro on or 
othar maofta 

document pubHahod prior to ttta intarnotfooaf flOnQ data bat 
later than tho priority data claimed 



involve an tnvonttvo atap 
"V* Jixumont of parttcutar relevance; tho ctafmad Invention 
cannot bo conol d e rod to Involve an h w on tf v o atoo whan tho 
documem la combined w«h one or mora other ssca docu* 
mama, audi combination boma obvtaua to a parson aktilod 
in tho art. 

"4" document rnorabor of tho 



iv. comncATfON 



Data of tho Actual Completion of tho intarnaooo 

17 Jane 1982 (17.06.82) 


ai Search* 


Data of Mettnp of thfo Iniaiiiitlonai Search 1 

30 June 1982 (30D6.82) 


taport * 


IntarnettoneJ Socrcnlno, Authority t 

European Patent Office 


Signature of Autbomed Omcer 



Form PCT/OAfftO (aocond ahoot) (October let!) 



